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Résumé 
Malgré sa réputation d'être statique, le tissu osseux est un organe dynamique maintenu en 
équilibre sous les actions respectives des cellules résorbant l'os, les ostéoclastes, et les 
cellules formant l'os, les ostéoblastes. Les pathologies osseuses comme l'ostéoporose, 
découlent d'un débalancement entre la résorption et la formation osseuse. Ces maladies 
mènent à des diminutions nettes de la masse osseuse, à une augmentation de la fragilité du 
tissu et par conséquent à une perturbation de la qualité de vie chez les personnes atteintes. 
Les protéines morphogénétiques osseuses (BMPs) ont été identifiées comme d'intéressants 
candidats pour stimuler la régénération du tissu osseux. Les BMP-2 et -7 ont été 
approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) pour des applications 
orthopédiques spécifiques. Récemment, il a été démontré que la BMP-9 possédait un 
potentiel ostéogénique supérieur aux BMP-2 et -7 qui sont couramment utilisées en 
clinique. Toutefois, son effet sur l'ostéoclaste n'a jamais été caractérisé. 
À partir d'un modèle d'ostéoclastes obtenus à partir de sang de cordon ombilical, l'effet de 
la BMP-9 sur la différenciation ostéoclastique, la résorption osseuse et l'apoptose chez 
l'ostéoclaste a été étudié. La transduction du signal par la BMP-9 a été étudiée chez 
l'ostéoclaste. Les cultures d'ostéoclastes ayant atteint une différenciation terminale 
expriment les ARNm codant pour ALK-1, BMPR-IA, -IB et -II. La BMP-9 active la voie 
canonique des Smad chez l'ostéoclaste. Par une analyse de l'expression de marqueurs 
ostéoclastiques, il est observé que la BMP-9 ne module pas la formation des ostéoclastes. 
Pour l'étude sur la résorption osseuse, les précurseurs ostéoclastiques ont été cultivées sur 
des lamelles osseuses bovines. Il est observé que la BMP-9 ne module pas la résorption 
osseuse régulée par les ostéoclastes. L'apoptose des ostéoclastes a été étudiée par marquage 
TUNEL. Il est observé qu'en absence et présence des facteurs de survie, RANKL (Receptor 
activator of the nuclear factor KB ligand) et M-CSF (Macrophage colony stimulating 
factor), la BMP-9 à 50 et 150 ng.ml"1 protège les ostéoclastes de la mort cellulaire. Les 
mécanismes moléculaires de l'inhibition d'apoptose induite par la BMP-9 ont également 
été étudiés. La BMP-9 induit chez l'ostéoclaste une inhibition du clivage de la caspase-9 et 
non de la caspase-8, suggérant que celle-ci découle d'une diminution de l'activation de la 
voie intrinsèque de l'apoptose. Une étude de la modulation des homologues de la famille 
Bcl-2 a montré que la BMP-9 à 150 ng.ml"1 induit une diminution de l'expression de Bid, 
un homologue pro-apoptotique. Cette étude démontre pour la première fois les effets de la 
BMP-9 chez l'ostéoclaste humain. 
Mots clés : ostéoclastes, protéines morphogénétiques osseuses, apoptose, génie tissulaire, 
résorption osseuse, différenciation ostéoclastique 
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Chapitre 1. Introduction 
1.1. Le Remodelage osseux 
L'os est un organe dynamique dont la composition et la structure constituent la base de ses 
fonctions de résistance mécanique et de protection des organes vitaux (cœur, poumons, 
cerveau, moelle osseuse) {Clarke 2008). Afin de maintenir sa force et son intégrité 
structurale, l'os est constamment renouvelé et réparé par le remodelage osseux, phénomène 
dont l'équilibre dépend d'une étroite régulation de la résorption et de la formation osseuses 
(Teitelbaum et al. 2007). Le remodelage osseux comporte deux phases principales, la 
résorption et la formation. La résorption osseuse correspond à la destruction de la matrice 
osseuse ancienne sous l'action des ostéoclastes. Par la suite, les cellules responsables de la 
formation osseuse, les ostéoblastes, sont recrutés au niveau des sites de résorption (aussi 
connus sous le nom de lacunes de Howship) pour synthétiser une nouvelle matrice. Le 
renouvellement de l'os se fait ainsi avec une perte osseuse minimale et temporaire. Ce 
phénomène permet à l'os de conserver ainsi son intégrité et sa stabilité biomécanique, et est 
également impliqué dans l'homéostasie du calcium sérique {Tolar et al. 2004). 
Cependant, un débalancement du remodelage peut engendrer des perturbations structurales 
et fonctionnelles du tissu osseux, associées à une perte osseuse nette, comme c'est le cas 
dans certaines pathologies osseuses telles que l'ostéoporose ou le myélome multiple {Tolar 
et al. 2004; Whyte. 2006). L'incidence des fractures et la morbidité associées à ces 
ostéopathies a augmenté de façon significative ces dernières années. Au-delà d'un certain 
seuil, la perte osseuse peut devenir critique, l'os étant alors incapable d'assurer sa propre 
réparation {Mastrogiacomo et al. 2005). Dans de tels cas (ostéolyse extensive, non-union 
de fracture), et afin de combler cette perte osseuse excessive, plusieurs efforts de recherche 
ont été réalisés pour développer des approches thérapeutiques visant à combler ces défects 
osseux. 
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1.2. Approches thérapeutiques et leurs limites 
Dans le cadre de certaines pathologies osseuses (ostéolyse tumorale, non-union de 
fracture), les greffes osseuses autologues et allogéniques sont couramment utilisées pour 
combler une perte osseuse critique. Il existe cependant plusieurs limites liées à ces 
procédures. Par exemple, une augmentation de la morbidité et du risque d'infection aux 
sites d'implantation du greffon {Olivier et al. 2003). Une alternative consiste à implanter 
chez le patient un biomatériau ou substitut osseux afin de combler la perte osseuse. Cette 
approche est attrayante car elle permet de corriger le défaut osseux aux sites d'ostéolyse 
sans avoir les complications des allogreffes comme les réactions immunitaires. Les 
biomatériaux de troisième génération ne sont plus inertes. Une approche thérapeutique 
consiste à combiner le matériau avec des facteurs de croissance afin de moduler l'activité, 
la prolifération et la survie des cellules osseuses et promouvoir ainsi la régénération du tissu 
{Burg et al. 2000). Parmi ces facteurs, les protéines morphogénétiques osseuses (BMPs) ont 
été identifiées comme des candidats intéressants. Ces protéines, largement impliquées dans 
la formation osseuse, sont capables de stimuler la régénération du tissu osseux et leur 
application clinique est prometteuse {Bessa et al. 2008). La Food and Drug Administration 
(FDA) a approuvé l'usage clinique de la BMP-2 et la BMP-7 pour certaines applications 
orthopédiques comme la spondylodèse et le traitement de fractures avec non-union osseuse 
{McKay et al. 2007; White et al. 2007). 
Malgré des études concluantes chez l'animal, plusieurs limites ont été rencontrées lors de 
leur utilisation en thérapeutique chez l'homme. Par exemple, les doses nécessaires pour la 
régénération osseuse dans les modèles animaux sont beaucoup plus faibles que celles 
utilisées chez l'humain. Dans les modèles murins, la dose efficace est de 25 ug.mT1 tandis 
que chez l'homme, cette dose est de 800 ng.ml"1. De plus, le remodelage osseux et la 
réponse des différents types cellulaires diffèrent entre les modèles animaux et l'homme. 
Finalement, in vivo, il existe des inhibiteurs physiologiques des BMPs comme noggin qui 
réduisent l'activité des BMPs et donc leurs effets bénéfiques. Compte tenu de ces limites, 
des concentrations de BMP supra physiologiques de l'ordre du milligramme seraient 
nécessaires. Cependant, les BMPs sont présents à des concentrations physiologiques de 1 à 
2 ng.l"1 dans le sang et de 1 à 2 ^g.kg"1 dans le tissu osseux {Reddi 2005; Herrera et al. 
2009). Ces données suggèrent qu'il existe un grand fossé entre les résultats des BMPs sur 
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des modèles animaux et l'application clinique. Des efforts de recherche sur la 
caractérisation des effets des BMPs sur les différents types cellulaires osseux devront donc 
être réalisés. 
1.3. La BMP-9 
Le potentiel thérapeutique des différentes BMPs pour régénérer le tissu osseux a fait l'objet 
de nombreux travaux {Kang et al. 2004; Burkus et al. 2005; McKay et al. 2007; Whyte et 
al. 2007). La BMP-9 a été identifiée comme un candidat prometteur et plus efficace que les 
BMP-2 et -7 couramment utilisées en clinique {Kang et al. 2004). De plus, la BMP-9 
pourrait avoir des propriétés anti-tumorales sur les cellules cancéreuses de la prostate {Ye et 
al. 2008). Cette propriété pourrait être bénéfique dans les métastases osseuses compliquant 
l'évolution de certains cancers (sein, prostate) et associées à une augmentation de 
l'incidence de fractures pathologiques {Whyte et al. 2006). 
Des études menées in vivo chez la souris ont démontré que la BMP-9 était capable 
d'induire une ossification supérieure à celle induite par les BMP-2 et -7 {Kang et al. 2004; 
Luu et al. 2007). D'autres études réalisées sur des préosteoblastes MC3T3-E1 murins ont 
montré que la BMP-9 était capable d'induire une expression des gènes ostéoblastiques 
Runx2 et Osterix supérieure à celle induite par la BMP-2 {Bergeron et al. 2009). Les 
résultats de ces études suggèrent donc que la BMP-9 pourrait être un outil thérapeutique 
intéressant pour induire la régénération du tissu osseux, voire freiner la progression des 
cancers dans l'os. Toutefois, les effets de la BMP-9 sur l'ostéoclaste et la résorption 
osseuse sont encore inconnus. Il est possible que la BMP-9 puisse moduler la formation de 
l'ostéoclaste et la résorption osseuse en faveur d'une régénération de tissu osseux sain. 
1.4. Le projet de recherche 
L'objectif principal de ce projet est de déterminer les effets de la BMP-9 sur l'ostéoclaste 
humain. Dans cette étude, les effets de la BMP-9 sur l'ostéoclastogénèse, la survie des 
ostéoclastes et la résorption osseuse seront étudiés, effets actuellement mal connus. Les 
résultats obtenus permettront d'élucider le rôle de la BMP-9 et ses mécanismes d'action sur 
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l'ostéoclaste, de même que les applications thérapeutiques potentielles en terme de 
régénération du tissu osseux. 
Ce mémoire sera présenté en 5 chapitres principaux. Dans un premier temps, une brève 
introduction présentera le remodelage osseux, l'ostéoclaste, l'apoptose, les voies de 
signalisation impliquées dans la transduction du signal BMP. Ensuite, les travaux réalisés 
dans le domaine des interactions BMP avec les cellules osseuses et cancéreuses seront 
présentés. La 3e section de ce mémoire présentera la méthodologie, une explication des 
techniques de biologie moléculaire utilisées et les principaux résultats obtenus. Le 4e 
chapitre sera une interprétation et discussion des résultats. Cette discussion permettra de 
mettre en contexte les résultats obtenus avec les résultats provenant d'études précédentes. 
Cette section contiendra également de nouvelles hypothèses et questions de recherche qui 
ont émergé suite à ces travaux. Finalement, une conclusion résumant les résultats obtenus 
suite à cette étude sera présentée. 
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Chapitre 2. Revue de littérature 
Plusieurs découvertes et avancements dans le domaine de la biologie cellulaire, moléculaire 
et du génie tissulaire ont contribué à une meilleure compréhension du remodelage osseux et 
de ses acteurs. Afin de répondre aux besoins d'une population vieillissante dans les sociétés 
occidentales, il est devenu crucial de concevoir de nouvelles approches thérapeutiques. 
Celles-ci peuvent être de nouveaux agents thérapeutiques ou des substituts osseux plus 
efficaces ce qui requiert une connaissance du tissu osseux, de ses régulations via les 
mécanismes moléculaires d'activation, de différenciation et de fonctionnement des cellules 
qui le composent. 
2.1. Le tissu osseux 
Le squelette humain adulte comporte 213 os. Chacun de ces os est formé et sculpté lors de 
la croissance de l'individu. Ils se distinguent en deux catégories. Les os plats constituent 
une première catégorie dont les os du crâne, de la mâchoire, du sternum et de la cage 
thoracique. Ces os sont formés par ossification membranaire. Ce processus de formation 
osseuse dépend des cellules souches mésenchymateuses qui se différencient en ostéoblastes 
pour une ossification directe. La deuxième catégorie comprend les os longs dont les fémurs 
et tibias (Figure 2.1). Ils sont formés par ossification membranaire et endochondrale. Cette 
dernière se distingue de l'ossification membranaire par son processus de formation qui 
dépend du cartilage, qui est ensuite graduellement remplacé par de l'os. L'os long est 
composé d'un long segment appelé la diaphyse {Dempster 2006). 
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Figure 2.1. Structure de l'os long 
{Référence: http://www. arthursclipart. org/medical/skeletal/long%20bone%20structure.gif) 
Au sein d'un os, deux structures osseuses peuvent êtres identifiées : l'os cortical et l'os 
spongieux. L'os cortical est dense et solide, et permet de protéger les organes de par sa 
résistance. L'os spongieux, ou trabéculaire, est un os léger, de structure tridimentionnelle 
en « treillis », au sein duquel se trouve la moelle osseuse, comprenant les précurseurs des 
cellules osseuses. Les cellules osseuses, ostéoblastes et ostéoclastes, sont identifiées sur les 
surfaces osseuses trabéculaires et corticales {Dempster 2006). 
2.2. Le remodelage osseux 
L'os est un organe possédant plusieurs fonctions. Par sa résistance mécanique, il est le 
support structural du corps. Il protège les organes vitaux, et facilite le travail des muscles 
pour le mouvement et la locomotion. Il contribue à l'homéostasie des minéraux et contient 
des facteurs de croissance et cytokines impliqués dans l'hématopoïèse. Le remodelage 
osseux permet de détruire la matrice osseuse ancienne et la remplace par un nouvel os. Ce 
phénomène permet non seulement à l'os de maintenir sa force mécanique et son intégrité, 
mais est également une source de minéraux (calcium et phosphate) nécessaires à son bon 
fonctionnement {Clarke 2008; Hadjidakis et al. 2006). 
Le remodelage osseux comporte quatre phases séquentielles : la phase d'activation, de 
résorption, d'inversion et de formation (Figure 2.2). Les sites de remodelage se développent 
Tissu spongieux 
Périoste 
-Tissu compact 
Endosteum 
Canal 
médullaire 
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de façon aléatoire, mais sont le plus souvent rencontrés aux sites de réparation de micro-
fissures. La phase d'activation débute par le recrutement et l'activation de précurseurs 
hematopoïetiques mononucléés de la lignée monocyte-macrophage. Cette activation va 
conduire à la fusion des monocytes et à la formation des ostéoclastes. Les ostéoclastes 
multmucléés vont ensuite résorber la matrice osseuse et donc débuter la phase de 
résorption. La résorption osseuse prend entre deux à quatre semaines pendant chaque cycle 
de remodelage, et comporte deux étapes {Clarke 2008). Au début, l'ostéoclaste adhère à la 
matrice osseuse, et sécrète des protons H+. Ces protons vont dissoudre la partie minérale de 
la matrice constituée de cristaux d'hydroxyapatite (Cas(P04)3(OH)). Ensuite, l'ostéoclaste 
sécrète différentes enzymes protéolytiques comme la cathepsine K, la MMP-9 (Matrix 
metalloproteinase-9) et la TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase) afin de dégrader les 
protéines matricielles, par exemple les chaînes de collagène. À la fin de cette phase, les 
ostéoclastes peuvent migrer sur un autre site de résorption ou entrer en apoptose {Vàânânen 
et al. 2005). La 3e phase du cycle de remodelage est la phase d'inversion, transition entre la 
résorption et la formation osseuse. Les facteurs de croissance libérés lors de la résorption de 
la matrice osseuse permettent le recrutement des préosteoblastes pour préparer la phase de 
formation. 
Pre-
Osteoc(a$ts Active 
Osteoctasts 
Pre-
, OsceotoUsts 
MonooudMr -^ Osteobtasts 
Cette 
Surface ïtesorprtwt Reversât Bon» Formation 
Osteocytes 
Mfneralizatton 
Figure 2.2. Le remodelage osseux {Adapté de U. Michigan 2005) 
La formation osseuse prend entre quatre à six mois pour être complétée. Les précurseurs 
ostéoblastiques, d'origine mésenchymateuse, se différencient en ostéoblastes et produisent 
une nouvelle matrice osseuse, non encore minéralisée, appelée tissu ostéoïde et composée 
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principalement de fibres de collagène de type I. La différenciation des ostéoblastes dépend 
de l'activation de facteurs de transcription, dont Runx2 et Ostérix. Ceux-ci stimulent la 
transcription de l'ALP (Alkaline phosphatase), de l'ostéocalcine, de l'ostéopontine et 
d'autres facteurs requis pour la synthèse du tissu ostéoïde {Marie 2008). 
Une fois la partie organique complétée, le tissu ostéoïde sera minéralisé. Cette 
minéralisation est réalisée par la libération de petites vésicules membranaires par les 
ostéoblastes permettant l'augmentation des flux de calcium et de phosphate aux sites de 
minéralisation. Au cours de la formation, certains ostéoblastes resteront inclus dans la 
matrice osseuse et deviendront des ostéocytes. À la fin de la phase de formation, les 
ostéoblastes peuvent demeurer à la surface de l'os, constituant les cellules bordantes 
(« lining cells »), et être impliqués dans la régulation des flux entre la matrice osseuse et le 
fluide extracellulaire; ils peuvent aussi entrer en apoptose {Clarke 2008). 
2.3. Pathologies osseuses 
Chez les individus sains, la résorption et la formation osseuses sont en équilibre, permettant 
le renouvellement du tissu osseux. Un débalancement du remodelage peut conduire à une 
perte osseuse nette liée à une augmentation de la résorption osseuse et/ou une diminution de 
la formation osseuse. Il en est ainsi de l'ostéoporose, ostéopathie métabolique la plus 
fréquente, qui se traduit par une augmentation de l'incidence de fractures, avec une 
augmentation de la morbidité et du taux de mortalité {Teitelbaum 2007). 
Les tumeurs osseuses primitives et les métastases osseuses compliquant certains cancers 
peuvent également entraîner une destruction importante du tissu osseux. Les tumeurs se 
présentent sous deux formes : bénignes ou malignes. Les tumeurs osseuses bénignes sont 
moins agressives et mènent rarement à une destruction osseuse importante. Les tumeurs 
osseuses malignes, primitives ou métastatiques, sont beaucoup plus agressives localement. 
Parmi ces dernières, le myélome multiple et les métastases osseuses sont les plus fréquentes 
chez l'adulte, l'ostéosarcome étant la tumeur osseuse maligne la plus fréquente chez 
l'enfant. Les métastases osseuses peuvent affecter 70% des patients atteints de cancer du 
sein ainsi que 40% des patients atteint du cancer du poumon ou des reins {Whyte 2006). 
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2.4. L'ostéoclaste 
Les ostéoclastes sont les cellules responsables de la résorption osseuse. Ce sont des cellules 
mutinucléées (CMNs) formées par la fusion de cellules hematopoïetiques mononucleees 
appartenant à la lignée monocyte-macrophage (Figure 2.3). La formation des ostéoclastes 
se fait en plusieurs étapes. L'ostéoclastogénèse débute par le recrutement de cellules 
progénitrices appartenant aux lignées myéloïdes, cellules CFU-GM (Colony forming unit-
granulocyte macrophage). L'engagement de ces cellules vers la lignée monocyte-
macrophage permettra une différenciation de celles-ci en précurseurs ostéoclastiques 
{Roodman 2006). La fusion des précurseurs ostéoclastiques mononucléés conduira à la 
formation de polykarions qui expriment les caractéristiques phénotypiques des ostéoclastes, 
tels que le récepteur de la calcitonine (CTR), le récepteur RANK (Receptor activator of 
NF-KB) et les intégrines aypV La maturation terminale de l'ostéoclaste se caractérise par 
l'acquisition de la capacité à résorber l'os {Lorenzo 2007). 
Cellules souches 
m' 
Figure 2.3. Différenciation et activation de l'ostéoclaste {Adaptée de Boyle et al. 2003) 
La décision d'une cellule souche myéloïde à se commettre aux différentes lignées est 
grandement influencée par la présence de facteurs rencontrés dans l'environnement 
extracellulaire. En outre, plusieurs cytokines et hormones jouent un rôle primordial dans 
l'engagement vers la lignée monocyte-macrophage et la formation des ostéoclastes. Deux 
cytokines, le M-CSF (Macrophage-colony stimulating factor) et le ligand RANKL sont 
critiques à l'ostéoclastogénèse. En absence de ces deux facteurs, la formation des 
ostéoclastes n'est pas possible {Boyle et al. 2003). 
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2.4.1. La physiologie de l'ostéoclaste 
Chez l'homme, l'ostéoclaste possède typiquement entre 3 à 8 noyaux. Par contre, ce 
nombre peut augmenter dans certaines pathologies; chez les individus atteints de la maladie 
de Paget, une maladie associée à une sur-activation de l'ostéoclaste et une hyper résorption 
osseuse, le nombre de noyaux peut approcher la centaine {Vàànànen et al. 2008). 
Dans le tissu osseux normal, l'ostéoclaste est polarisé lors des phases de résorption active. 
L'adhésion de l'ostéoclaste à la matrice osseuse est essentielle à sa survie. Elle permet 
l'activation de voies de signalisation intracellulaires (voies de survie Src et PI3K/Akt) ainsi 
que la réorganisation du cytosquelette. Cette réorganisation permet la polarisation ainsi que 
la constitution du compartiment de résorption osseuse sous l'ostéoclaste, en regard de la 
matrice osseuse. Quatre domaines membranaires sont alors distingués (Figure 2.4). 
L'ostéoclaste possède à sa périphérie une membrane basolatérale exprimant les récepteurs 
de surface RANK et CTR, des canaux ioniques permettant l'échange de chlore et de 
calcium. Sur la face membranaire apposant l'os, il est possible d'identifier deux domaines 
distincts. Le premier est la zone de scellement qui permet d'isoler la lacune de résorption de 
l'environnement extracellulaire et de maintenir l'acidité de celle-ci. Le second domaine est 
la membrane plissée qui est l'organelle principale impliquée dans la résorption osseuse. 
Celle-ci contient les pompes à protons H+ permettant la sécrétion des protons H+ et des 
enzymes protéolytiques dans le compartiment de résorption. Suite à la dissolution des 
cristaux d'hydroxyapatite et à la dégradation de la phase organique, les produits de 
dégradation sont absorbés via la membrane plissée par endocytose. Ces produits sont 
ensuite sécrétés à l'extérieur de l'ostéoclaste par le domaine sécrétoire fonctionnel, situé au 
domaine apical de l'ostéoclaste {Bar-Shavit 2007). 
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Figure 2.4. Physiologie de l'ostéoclaste {Adaptée de Tolar et al. 2004) 
2.5. L'activation et la différenciation de l'ostéoclaste 
La formation de l'ostéoclaste est réalisée en plusieurs étapes. Chaque étape dépend de 
l'activation de voies de signalisation spécifiques et de l'activation de facteurs de 
transcription. Dans cette section, les mécanismes d'activation et de différenciation de 
l'ostéoclaste seront présentés. Une emphase sera mise sur les voies de signalisation activées 
par RANKL et M-CSF. 
2.5.1. Le rôle de M-CSF dans l'ostéoclastogénèse 
Le M-CSF, produit par les cellules stromales de la moelle osseuse et les ostéoblastes, est le 
deuxième facteur essentiel à la formation des ostéoclastes {Teitelbaum 2007). Il est 
impliqué dans l'ostéoclastogénèse à plusieurs niveaux. Le M-CSF permet la différenciation 
des cellules souches myéloïdes en pré-ostéoclastes ainsi que la prolifération de ces derniers. 
Dans les premières étapes de l'ostéoclastogénèse, M-CSF se lie à son récepteur C-fms, 
exprimé par les précurseurs ostéoclastiques. L'activation de ce récepteur permet la 
stimulation des facteurs de transcription MITF (Microphthalmia-associated transcription 
factor) et PU.l qui sont indispensables à l'ostéoclastogénèse (Figure 2.5) {Asagiri et al. 
2007). PU.l est un facteur de transcription essentiel au développement des lignées 
lymphoïdes et myéloïdes d'origine hématopoïétique. Il est responsable de la régulation de 
gènes codant pour les récepteurs impliqués dans la différenciation des précurseurs vers des 
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lignées spécifiques. Par exemple, PU.l régule l'expression de C-fms {Zhang et al. 1994), 
GM-CSFR (Granulocyte macrophage-colony stimulating factor receptor), G-CSFR 
(Granulocyte-colony stimulating factor receptor) et celle de RANK. MITF, un deuxième 
facteur activé par la transduction du signal M-CSF, est responsable de l'augmentation de 
l'expression de la protéine Bcl-2, un homologue Bcl-2 anti-apoptotique. Cette 
augmentation permet la survie et la prolifération des pré-ostéoclastes et favorise la 
formation de l'ostéoclaste {Takayanagi 2005). MITF induit également l'activation des 
gènes responsables de l'expression de TRAP et de la cathepsine K {Arai et al. 1999). Il a 
été démontré que MITF stimule indirectement l'ostéoclastogénèse via l'activation de la 
transcription d'OSCAR (Osteoclast associated receptor). OSCAR est un récepteur 
membranaire impliqué dans les interactions ostéoblastes-osteoclastes. Son activation 
permet, via un mécanisme calcium dépendant, d'amplifier l'activation du facteur de 
transcription NFATcl (Nuclear factor of activated T-cells 1), un facteur critique à la 
transcription des gènes effecteurs de l'ostéoclaste {Takayanagi 2005). 
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Figure 2.5. Signalisation de M-CSF chez l'ostéoclaste 
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Le rôle central de M-CSF, PU.l et MITF dans le fonctionnement et l'activation de 
l'ostéoclaste a été démontré par des études in vivo. La souris op/op représente un modèle in 
vivo dont le phenotype est ostéopétrotique (matrice osseuse condensée du fait de l'absence 
de résorption osseuse). Cette souris présente une mutation dans la région codante pour le 
gène mcsf et ne possède aucun ostéoclaste ni précurseur mononucléé. Cette déficience est 
due à l'absence d'expression de M-CSF par les cellules stromales et les ostéoblastes. 
L'importance des facteurs PU.l et MITF dans la résorption osseuse est illustrée par le 
phenotype ostéopétrotique rencontré chez les souris PU.l"7" et MITF"'". Les souris présentent 
une activité de résorption réduite secondaire à un nombre d'ostéoclastes limité. Ces 
ostéoclastes sont aussi dysfonctiormels et incapables de résorber la matrice osseuse {Tolar 
étal. 2004). 
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2.5.2. RANKL et RANK dans l'activation de l'ostéoclaste 
Depuis la description des cellules osseuses, plusieurs questions se sont posées sur la 
formation, la physiologie et le fonctionnement de l'ostéoclaste. Le premier objectif fut de 
développer une méthode pour isoler et obtenir des ostéoclastes. Il est d'abord apparu que la 
formation d'ostéoclastes en culture in vitro nécessitait un contact physique et intime des 
cellules précurseurs ostéoclastiques avec des cellules d'origine mésenchymateuse telles que 
les ostéoblastes et les cellules stromales {Udagawa et al. 1990). Cette observation a mené à 
la découverte de la cytokine maîtresse de l'ostéoclastogénèse, RANKL. 
RANKL est un membre de la famille TNF (Tumor necrosis factor). Localisé au niveau de 
la membrane plasmique des ostéoblastes, RANKL interagit avec son récepteur RANK qui 
se trouve à la surface des précurseurs ostéoclastiques. L'interaction entre RANKL et 
RANK est essentielle à l'induction de la différenciation ostéoclastique et à l'expression du 
phenotype ostéoclastique. RANKL est responsable de l'activation de protéines et facteurs 
impliqués dans l'organisation du cytosquelette, la formation de la zone de scellement, la 
survie et le fonctionnement de l'ostéoclaste {Lee et al. 2003; Boyle et al. 2003). La 
différenciation et la stimulation de l'ostéoclaste dépendent de l'activation de facteurs de 
transcription impliqués dans l'expression de gènes ostéoclastiques. Ces gènes sont 
impliqués dans la maturation de l'ostéoclaste, l'activation de la résorption et la survie de 
celui-ci. RANK et RANKL jouent un rôle central dans l'activation de ces gènes. 
Un troisième membre impliqué dans la voie RANKL/RANK est l'ostéoprotégérine (OPG). 
OPG appartient à a famille des récepteurs du TNF. C'est une protéine sécrétée, exprimée 
par les cellules mésenchymateuses, cellules stromales médullaires et ostéoblastes. 
Récepteur soluble de RANKL, l'OPG est un puissant inhibiteur de la résorption osseuse en 
agissant comme un récepteur piège : L'OPG se lie à RANKL et bloque ainsi les 
interactions entre RANKL et RANK et donc la résorption osseuse (Figure 2.6) {Boyle et al. 
2003). 
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Figure 2.6. Signalisation de RANKL/RANK/OPG chez l'ostéoclaste 
La transduction du signal induit par RANKL a été amplement étudiée dans la dernière 
décennie. La liaison de RANKL à RANK induit le recrutement et l'activation des protéines 
TRAFs (TNF-receptor associated factors). Ce recrutement au niveau du domaine 
intracellulaire de RANK, est la première étape essentielle à la transduction du signal 
RANKL et à l'activation de l'ostéoclaste. TRAF-2, -5 et -6 peuvent toutes se lier à RANK. 
Cependant, des études ont démontré que parmi ces trois protéines, seules les mutations de 
TRAF-6 mènent à un phenotype ostéopétrotique dû à une perte d'activité ostéoclastique, ce 
qui illustre le rôle central joué par TRAF-6 dans l'activation de l'ostéoclaste. TRAF-6 agit 
comme protéine adaptatrice et permet l'activation des protéines (NFATcl, NF-KB) 
impliquées dans l'activation des différents gènes codant pour les protéines nécessaires à la 
différenciation et à l'activation des ostéoclastes, comme TRAP et la cathepsine K 
{Takayanagi 2007). 
L'activation, la maturation, la survie et la capacité de résorption osseuse de l'ostéoclaste 
dépendent ultimement de l'activation d'une variété de facteurs de transcription. Ainsi les 
facteurs NFATcl (Nuclear factor of activated T cells cl), NF-KB et AP-1 (Activator 
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protein-1) sont des cibles de la signalisation RANKL et jouent un rôle critique dans la 
formation et l'activation de l'ostéoclaste {Takayanagi 2005). L'ablation de NFATcl, NF-
KB OU AP-1 dans des modèles de souris knock-out induit un phenotype ostéopétrotique dû à 
une absence d'ostéoclastes et de résorption osseuse {Wagner et al. 2005). 
2.5.3. NFATcl dans l'ostéoclastogénèse 
NFATcl est un membre de la famille NFAT. Cette famille comprend les membres 
NFATc2, NFATc3, NFATc4 et NFAT5. À l'exception de NFAT5, les membres de la 
famille NFAT sont régulés par l'activité de la calcineurine, une phosphatase activée par la 
signalisation calcique intracellulaire L'activation de RANK par RANKL permet le 
recrutement de TRAF-6, qui active à son tour la calmoduline selon des mécanismes 
inconnus. La calmoduline peut ensuite stimuler la calcineurine et ainsi activer NFATcl 
(Fig. 2-6). 
NFATcl est reconnu comme étant un des facteurs de transcription critique de 
l'ostéoclastogénèse. Son activation permet la transcription de gènes effecteurs de 
l'ostéoclaste comme TRAP et la cathepsine K {Takayanagi 2007). Le gène codant pour 
l'intégrine p3, une intégrine impliquée dans l'adhésion de l'ostéoclaste à la matrice osseuse, 
en est également une cible transcriptionnelle. NFATcl est aussi responsable de l'activation 
de récepteur régulateur de la résorption osseuse, comme le CTR qui inhibe la résorption 
osseuse suite à une stimulation par la calcitonine. D'autres études montrent que NFATcl 
est directement impliqué dans l'ostéoclastogénèse en activant la transcription d'OSCAR et 
de DC-STAMP (Dendritic cell-specific transmembrane protein), une protéine importante 
lors de la fusion des pré-ostéoclastes en polykarions {Takayanagi 2007). 
2.5.4. Signalisations RANK associées aux MAPKs et à AP-1 
Associé à NFATcl, AP-1 est un deuxième facteur de transcription important pour 
l'ostéoclastogénèse. Il est composé des facteurs de transcription c-Fos (FBJ osteosarcoma 
oncogene), c-Jun et ATF (Activating transcription factor) {Takayanagi 2007). L'activation 
de ce complexe est régulée par les protéines kinases mitogènes activées (MAPKs). TRAF-
6, une fois activée par RANK, induit l'activation des kinases JNK (c-Jun N-terminal 
kinase), ERK (Extracellular signal-regulated kinase) et p38. L'activation de JNK, régulée 
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par MKK7, (MAPK related kinase) permet l'association du complexe AP-1 à NFATcl et 
induit la transcription de TRAP, cathepsine K et CTR. ERK est responsable de l'activation 
des gènes impliqués dans la survie, l'organisation du cytosquelette et la motilité. Son 
activation est régulée par MEK (MAPK extracellular signal-regulated kinase) qui est 
activée par TRAF-6. La kinase p38 est également activée par TRAF-6. Son activation, 
régulée par MKK6, permet l'activation de MITF pour la transcription de TRAP et 
cathepsine K {Boyle et al. 2003). 
2.5.5. Le complexe NF-KB dans l'ostéoclastogénèse 
NF-KB est un facteur de transcription pléiotropique constitué de cinq protéines : Rel-A, 
Rel-B, c-Rel, NF-KB 1 (p50) et NF-KB2 (p52). NF-KB joue un rôle important dans la 
régulation de la réponse immunitaire et inflammatoire. Dans l'ostéoclaste, NF-KB est 
responsable de l'activation de NFATcl. La localisation de NF-KB est cytoplasmique dans 
les cellules non stimulées. Suite à une stimulation par RANKL, NF-KB se localise dans le 
noyau pour moduler l'expression de gènes effecteurs. Cette activation est à l'origine de 
l'activation de deux voies de signalisation distinctes : La voie canonique et la voie 
alternative {Takayanagi 2007). 
La voie canonique de NF-KB implique l'activation de IKKy (Inhibitor of the KB kinase) et 
la dégradation de IKB (Inhibitor of the KB). Suite à une stimulation par RANKL, TRAF-6 
induit l'activation de la protéine NEMQ (NF-KB essential modulator) et du complexe 
IKKY. I K B est phosphorylée par IKKy et est dégradée dans le protéasome. La 
phosphorylation d'hcB permet la libération des dimères p50:RelA. Une fois libérée, 
p50:RelA migre vers le noyau pour activer la transcription des gènes effecteurs dans 
l'ostéoclastogénèse {Soysa et al. 2009). 
NF-KB peut aussi être activé par la voie alternative qui dépend des complexes IKKp\ IKKa 
et IKKY. La stimulation par RANKL induit l'activation de NIK (NF-KB inducing kinase) 
qui permet l'activation du complexe IKKa. IKKa phosphoryle la protéine pi00, un 
précurseur de p52. La phosphorylation de plOO induit le clivage de celle-ci entraînant la 
formation de la protéine p52. La protéine p52 s'associe ensuite à la sous-unité RelB pour 
former un complexe responsable de la transcription des gènes critiques (TRAP, l'intégrine 
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avPa) à l'ostéoclastogénèse, la survie de l'ostéoclaste et la résorption osseuse {Boyle et al. 
2003; Soysa et al. 2009). 
2.5.6. Signalisation RANK dans l'activation de Src, PI3K et Akt 
RANKL et RANK prennent part également à l'activation des gènes responsables de la 
survie de l'ostéoclaste. Plusieurs études ont démontré l'interaction entre TRAF-6 et Src 
suite à une stimulation par RANKL. L'activation de Src permet l'activation de la protéine 
PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase). PI3K s'associe au feuillet interne de la membrane 
lipidique et catalyse la formation de PIP3 (Phosphatidylinositol-(3,4,5)-phosphate). Akt 
s'associe ensuite à PIP3 et inhibe l'expression et l'activation des protéines pro-apoptotiques 
comme l'homologue Bad et la caspase-9 {Wong et al. 1999). 
2.6. Le phenotype ostéoclastique 
Lors de sa maturation, l'ostéoclaste présente des aspects phénotypiques bien spécifiques 
(Figure 2). Les principaux caractères phénotypiques sont sa multinucléarité (5 à 8 noyaux 
chez l'humain) {Teitelbaum, 2007 ; Vàânânen et al. 2004) et sa capacité à résorber l'os. Il 
est également possible d'observer l'activation de gènes et l'expression de certaines 
protéines, dénotant l'engagement des cellules dans la voie ostéoclastique. Lors de la 
différenciation des précurseurs mononucléés ostéoclastiques, le premier marqueur 
phénotypique observé est l'expression de MMP-9. L'expression de l'enzyme est ensuite 
aussi observée dans les cellules ostéoclastiques mono- et multinucléées {Roodman, 1999). 
Toutefois, il est important de noter que l'expression de TRAP, bien qu'elle soit utilisée 
comme un marqueur ostéoclastique, n'est pas spécifique de l'ostéoclaste. En effet, TRAP 
est aussi exprimée par les macrophages, dont les fonctions sont bien différentes de celles 
des ostéoclastes {Quinn et al. 1999). En revanche, l'ostéoclaste présente certaines 
caractéristiques qui le démarquent des autres cellules comme le CTR et le récepteur RANK 
{Boyle et al. 2003). CTR et RANK sont des récepteurs membranaires principalement 
exprimés par les cellules de la lignée ostéoclastique. L'ostéoclaste exprime aussi différentes 
intégrines lors de sa maturation. En autres, 5 intégrines sont identifiées à la surface de 
l'ostéoclaste dont les intégrines oivPi, avp3, avP5, (X2P1 et 019P1 {Rao et al. 2006), Celles-ci 
régulent les interactions entre la cellule et la matrice extracellulaire {Alberts et al. 2005). 
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avP3, le récepteur à la vitronectine, et (X2P1, dont le ligand est le collagène de type I, sont les 
principales intégrines exprimées par l'ostéoclaste {Marquis et al. 2009). 
2.7. Les modèles d'études de l'ostéoclaste 
Plusieurs modèles d'études ont été proposés dans différents organismes pour étudier 
l'ostéoclaste. Les premiers modèles d'études, qui ont permis de comprendre l'importance 
des ostéoblastes et de RANKL dans l'ostéoclastogénèse, sont des systèmes de co-culture 
comprenant des ostéoblastes et des cellules hématopoiétiques {Quinn et al. 2002). Dans ces 
modèles, les précurseurs ostéoclastiques dérivent de cellules souches provenant de moelle 
osseuse contenue dans les os longs (fémurs, tibias) de souris ou de rats. C'est à travers ces 
modèles d'études que la découverte de RANKL a été réalisée. Par la suite, les avancées en 
biotechnologie ont permis de produire du RANKL et de l'utiliser in vitro pour obtenir une 
différenciation ostéoclastique à partir de précurseurs, sans besoin de cellules 
ostéoblastiques. 
Chez l'humain, il a été montré qu'il était possible d'obtenir des précurseurs ostéoclastiques 
à partir de sang périphérique {Susa et al. 2004) ou de sang de cordon ombilical {Roux et al. 
1996; Roux et al. 2005). À travers la méthode de séparation Ficoll-Paque, dont le principe 
de séparation réside dans la différence de densité entre les globules rouges et les cellules 
hematopoïetiques nucléées, il est possible d'obtenir des populations riches en cellules 
hématopoiétiques mononucleees, qui contiennent les précurseurs ostéoclastiques. Plusieurs 
études ont utilisé le sang périphérique comme source de précurseurs ostéoclastiques. Les 
précurseurs, isolés par cytométrie de flux, sont en grande partie des cellules de la lignée 
monocyte/macrophage, les cellules CD14+. En présence de RANKL et M-CSF, ces 
précurseurs peuvent se différencier en ostéoclastes {Vâànânen 2008). Le sang de cordon 
ombilical a été identifié comme une deuxième source de précurseurs ostéoclastiques. Celui-
ci contient plusieurs précurseurs hématopoiétiques pluripotents. Au début des cultures, 
l'addition de GM-CSF permet la prolifération des cellules CFU-GM qui sont CD34+. Suite 
au retrait du GM-CSF, les cellules CFU-GM sont mises en culture en présence de RANKL 
et M-CSF pour la différenciation finale en ostéoclastes. Dans une étude de Hodge et coll., il 
a été montré que comparativement au sang périphérique, le sang de cordon ombilical 
permettait d'obtenir une population plus riche en précurseurs ostéoclastiques. Ces 
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précurseurs, en présence de RANKL et M-CSF, se différencient efficacement en 
ostéoclastes {Hodge et al. 2004). 
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2.8. L'apoptose - la mort cellulaire programmée 
L'apoptose est un phénomène physiologique important au développement d'un organisme. 
La cellule active des mécanismes moléculaires induisant "son suicide cellulaire". 
L'apoptose joue un rôle majeur dans l'homéostasie et l'intégrité de l'organisme. Ce 
phénomène contrôle le nombre de cellules et permet l'élimination des cellules anormales, 
dysfonctionnelles et tumorales pour l'organisme. L'importance de ce phénomène est 
souvent soulignée dans le cadre de pathologies comme le cancer où les cellules sont 
incapables d'entrer en apoptose, menant à la formation de tumeurs et de métastases 
{Guimaraes et al. 2004). 
Pour une cellule, la décision d'entrer en apoptose dépend de la présence de molécules de 
signalisation ou bien de stress cellulaires dans l'environnement. Lorsque la cellule entre en 
apoptose, il y a aura l'initiation d'une cascade d'événements moléculaires menant à l'arrêt 
des fonctions cellulaires, la dégradation de l'ADN, la mort de la cellule et sa dégradation en 
corps apoptotiques. Les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés par les 
macrophages afin de prévenir la réponse inflammatoire {Zôrnig et al. 2001). 
2.8.1. Les caspases 
Les mécanismes d'apoptose ont été largement étudiés et deux voies distinctes d'induction 
ont été identifiées : La voie extrinsèque impliquant les ligands de mort, et la voie 
intrinsèque ou encore appelée voie mitochondriale {Zôrnig et al. 2001). L'activation de ces 
voies est régulée par la famille des protéases Caspases (Cysteine-aspartic proteases). Les 
caspases sont des zymogènes (ou procaspases) qui ont besoin d'être clivées pour devenir 
actives et effectuer leurs fonctions apoptotiques. La procaspase est clivée par une autre 
caspase active au niveau des résidus aspartate {Zôrnig et al. 2001). 
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2.8.2. La voie intrinsèque 
La voie intrinsèque, ou voie mitochondriale, est activée suite à un stress cellulaire. Ce stress 
peut être oxydatif, chimique, causé par un dommage à l'ADN ou bien une perte des signaux 
de survie (facteurs de croissance). Ce stress cellulaire induit une perturbation de la 
membrane mitochondriale et la libération de cytochrome c dans le cytoplasme. Le 
cytochrome c se lie à la protéine APAF-1 (Apoptotic protease activating factor-1) qui 
permet la formation de l'apoptosome, un complexe cellulaire constitué de dimères APAF-
l/procaspase-9 {Macfarlane et al. 2004). La formation de l'apoptosome permet aux 
procaspases-9 de se cliver entre elles. Les caspases-9 clivées peuvent ensuite initier le 
clivage des caspase-3, -6 et -7 et le début de la phase effectrice de l'apoptose (Figure 2.7) 
{Guimaraes et al. 2004). 
Stress Cellulaire 
g ^ ^ Apoptosome 
APSF-l 
Apoptose 
Figure 2.7. Voie intrinsèque de l'apoptose {Adaptée de McFarlane et al. 2004) 
La libération de cytochrome c par la mitochondrie dépend de la famille des homologues 
Bcl-2 (B-cell lymphoma-2). Les membres de la famille Bcl-2 se distinguent par leurs 
fonctions et se divisent en trois groupes. Le premier groupe qui favorise la survie de la 
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cellule comprend les homologues Bcl-2, Bel-XL, MCL-1 et Bcl-B. Le deuxième groupe 
comprend les homologues à domaines BH123 (Bel homology) multiples et inclut les 
membres Bax et Bak. Le dernier groupe comprend les homologues BH3. Ses membres 
incluent Bim, Puma, Bid et Noxa {Youle et al. 2008). La libération de cytochrome c et de 
l'induction de l'apoptose dépend de Bax et Bak. Bak est intégré à la membrane externe 
mitochondriale. Son association avec Bax permet la permeabilisation de la mitochondrie et 
l'initiation de l'apoptose {Zôrnig et al. 2001). Le rôle des homologues anti-apoptotiques 
dans l'inhibition de la mort cellulaire est connu. Ces homologues se lient via les domaines 
BH3 de Bax et Bak pour empêcher la permeabilisation de la mitochondrie. Bax et Bak étant 
les seuls homologues responsables de la libération du cytochrome c, plusieurs études ont 
élucidé les mécanismes d'action des homologues BH3 dans l'induction de l'apoptose. Les 
homologues BH3 agissent en tant que répresseur ou bien activateur; celui-ci agit en tant que 
répresseur lors d'une interaction avec un homologue anti-apoptotiques ou bien prend un 
rôle activateur si celui-ci interagit avec un homologue pro-apoptotique {Youle et al. 2008). 
Par exemple, l'homologue BH3 peut se lier à Bcl-2 ou Bel-XL et inhiber les fonctions anti-
apoptotiques de ces dernières et en prévenant leur interaction avec Bax et Bak. En 
revanche, la liaison entre un homologue BH3 à Bax ou Bak pour induire la libération du 
cytochrome c et la formation de l'apoptosome {Zôrnig et al. 2001; Youle et al. 2008). 
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2.8.3. La voie extrinsèque 
La voie extrinsèque, connue sous le nom de la voie des « ligands de mort », implique la 
liaison d'un ligand à un récepteur de mort sur la surface de la cellule. Cette liaison amorce 
la machinerie apoptotique menant à la mort de la cellule. Le ligand se lie au domaine 
extracellulaire du récepteur de mort. Via son domaine intracellulaire, le domaine de mort 
ou DD (Death domain), le récepteur amorce la phase d'induction de l'apoptose. Les 
cytokines de la superfamille TNF (Tumor necrosis factor) sont souvent impliquées dans 
l'activation de la voie extrinsèque (Figure 2.8) {Maclfarlane et al 2004). Les principales 
voies extrinsèques impliquent celles de TRAIL, de FasL et du TNFa. 
Récepteur 
de mort 
DISC 
Apoptose 
Figure 2.8. Voie extrinsèque de l'apoptose {Adaptée de Macfarlane et al. 2004) 
Pour la transduction du signal, le domaine de mort recrute les protéines adaptrices FADD 
(Fas associated death domain). FADD contient un DED (Death effector domain) permettant 
le recrutement des procaspases-8. L'association des procaspases-8 à FADD complète la 
formation du DISC (Death-inducing signalling complex). Le DISC permet le clivage des 
procaspases-8. Les caspases-8 clivées peuvent ensuite cliver à leur tour les procaspases-3, -
6 et -7 pour l'induction de la phase effectrice de l'apoptose {Colucci et al. 2007). La 
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caspase-8 prend également part à l'activation de la voie intrinsèque de l'apoptose; son 
activation permet le clivage de Bid, qui une fois clivé, peut interagir avec Bax et Bak pour 
la libération de cytochrome c et l'induction de l'apoptose {Mahalingam et al. 2009). 
2.8.4. Modulation de l'apoptose 
L'apoptose joue un rôle crucial dans l'homéostasie de l'organisme. Un débalancement dans 
cette mort cellulaire est à l'origine de pathologies comme certaines maladies 
neurodégénératives ou la formation de tumeurs. Des mécanismes de régulation existent 
pour contrôler la mort cellulaire et prévenir des taux anormaux {Alberts et al. 2008). 
La cellule a besoin de signaux de survie pour empêcher l'activation de l'apoptose. Ces 
derniers agissent à plusieurs niveaux pour réguler la machinerie apoptotique. Les voies 
PI3K/Akt, et ERK jouent un rôle important dans la modulation de l'expression des 
homologues pro- et anti-apoptotiques {Tanaka et al. 2006). L'activation de PI3K et d'Akt 
permet également la phosphorylation de l'homologue Bad et Bax. Cette phosphorylation 
inhibe les effets pro-apoptotiques de Bad en empêchant leur interaction avec Bcl-2 ou Bcl-
xl {Duronio 2008). ERK, une fois activée, peut phosphoryler les homologues BH3 afin de 
les diriger vers le protéasome où ils seront dégradés. Akt est un inhibiteur de la 
transcription de Bim. Il permet également l'adressage de Bim vers le protéasome {Ramesh 
et al. 2009). Les signaux de survie peuvent également prévenir le clivage de la caspase-9. 
En effet, PI3K/Akt et ERK1/2 peuvent être activées pour phosphoryler la caspase-9 sur des 
résidus thréonine ou serine. Cette phosphorylation interfère dans l'interaction entre les 
procaspases-9 et APAF-1, et empêche la formation de l'apoptosome {Allan et al. 2009). 
Les membres de la famille IAP (Inhibitors of apoptosis proteins) ou BIRCs (Baculovirus 
IAP repeat (BIR)-containing proteins) contribuent de façon significative à la survie d'une 
cellule. Chez l'homme, huit membres ont été découverts (BIRC-1 à BIRC-8). Les IAPs 
peuvent interagir avec les caspases et neutraliser leurs fonctions apoptotiques. Par exemple, 
XIAP (X-linked inhibitors of apoptosis) est capable d'interagir et inhiber l'activité 
protéolytique de la caspase-3, -9 et -7. Cette interaction permet également l'adressage de 
ces dernières vers le protéasome. Les IAPs peuvent également intervenir dans plusieurs 
voies de signalisation de survie comme NF-KB {Dubrez-Daloz et al. 2008). Des 
mécanismes de régulation existent pour le contrôle des IAPs et des voies de survie afin 
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d'induire la mort de la cellule. La présence d'un stimulus apoptotique permet la libération 
des protéines Smac (Second mitochondria-derived activator of caspase), Omi et AIF 
(Apoptosis inducing factor) vers le cytosol {Marfarlane et al. 2004). Smac est un 
antagoniste des IAPs; la liaison à ce dernier permet la libération des caspases associées aux 
IAPs {Zôrnig et al. 2001). L'activation des MAPKs JNK et p38 permet l'induction de 
l'apoptose. JNK phosphoryle les protéines Bim séquestrées dans le cytosquelette. Bim, une 
fois libérée, peut déclencher l'activation de la voie mitochondriale de l'apoptose {Ramesh 
et al. 2009). 
Une modulation des récepteurs de mort permet également de réguler l'apoptose, comme 
c'est le cas pour l'apoptose induite par TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand). 
Cette régulation implique une modulation de l'expression des récepteurs de TRAIL, les 
récepteurs DR4, DR5, DcRI et DcR2. Les récepteurs DR4 et DR5, exprimés à la surface de 
la cellule, induisent la formation du DISC via leur domaine intracellulaire. En revanche, les 
récepteurs DcRI et DcR2 n'ont pas de domaine intracellulaire; cette absence permet la 
liaison d'un ligand de mort sans induire d'apoptose. En modulant l'expression des 
récepteurs, une cellule devient plus ou moins sensible à l'apoptose induite par TRAIL. 
Cette modulation n'est pas la seule façon de réguler l'apoptose. La protéine FLIP (Cellular 
FLICE-inhibitory protein) empêche le clivage de la procaspase-8 en se liant aux protéines 
FADD {Mahalingam et al. 2009). 
2.8.5. L'apoptose des ostéoclastes 
L'ostéoclaste, une fois la résorption osseuse, terminée peut soit migrer vers un nouveau site 
de résorption soit entrer en apoptose {Vâanânen 2005). La dégradation de la matrice 
osseuse permet la libération de facteurs de croissance qui influencent l'ostéoclaste dans sa 
décision à entrer en apoptose. L'apoptose des ostéoclastes, un phénomène peu défini chez 
l'humain, se dévoile comme un aspect clé dans la régulation de la résorption osseuse {Roux 
et al. 2009). RANKL et M-CSF jouent un rôle critique dans la survie de l'ostéoclaste en 
activant des facteurs de transcription et protéines importants dans la survie de l'ostéoclaste 
comme Bcl-2, ERK et Akt {Boyle et al. 2003; Ross et al. 2005). 
L'activation de RANK par RANKL permet celle des voies ERK et PI3K/Akt, qui induisent 
l'augmentation de la transcription des homologues anti-apoptotiques et la dégradation et 
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inhibition des fonctions apoptotiques des autres homologues {Lee et al. 2003). L'inhibition 
du clivage des pro-caspases est également un événement découlant de l'activation des voies 
de survie. Il a été montré que des transfections d'adénovirus contenant les formes actives de 
PI3K et ERK dans des ostéoclastes induisaient une survie prolongée de ces cellules et 
prévenait leur apoptose {Miyazaki et al. 2000). 
M-CSF prévient l'apoptose des ostéoclastes en activant la transcription de Bcl-2 et en 
contribuant à la dégradation de Bim {Tanaka et al. 2006). En présence de M-CSF, Bim est 
systématiquement dégradée dans le protéasome. En son absence, les niveaux d'expression 
de Bim augmentent et l'ostéoclaste entre en apoptose. Chez des souris Bim knock-out, une 
survie prolongée par l'inhibition de l'apoptose chez l'ostéoclaste est observée {Akiyama et 
al. 2003). 
D'autre part, les membres de la famille TNF comme la protéine TRAIL, jouent un rôle 
significatif dans l'induction de l'apoptose par la voie extrinsèque. Les ostéoclastes humains 
expriment les récepteurs de mort DcRI, DcR2, DR4 et DR5, et TRAIL et CD95L (CD95 
ligand) sont capables d'induire leur apoptose {Roux et al. 2005). TRAIL et CD95L 
induisent le clivage de la caspase-8 et de Bid et ce clivage peut être inhibé par des formes 
solubles de DR5 suggérant que TRAIL induit l'apoptose via le récepteur DR5 {Colucci et 
al. 2007). Dans une étude de Chamoux et coll., il a été démontré que les ostéoclastes 
humains exprimaient TRAIL, et que l'OPG augmentait la survie des ostéoclastes en 
neutralisant son activité {Chamoux et al. 2008). 
D'autres cytokines peuvent moduler l'apoptose de l'ostéoclaste. IL-1, IL-6, TNFa 
prolongent la vie de l'ostéoclaste, tandis que les estrogènes et l'estradiol induisent son 
apoptose {Stern 2007). Un des régulateurs centraux de la résorption osseuse, le TGF-P, a 
été identifié comme un puissant inducteur d'apoptose de l'ostéoclaste (Hughes et al. 1996; 
Roux et al. 2005; Houde et al. 2009). C'est un facteur multifonctionnel impliqué dans la 
prolifération, différenciation et apoptose cellulaire. La transduction du signal TGF-p, 
régulée par les récepteurs de type I et II (TGF-P-RI et TGF-P-RII), permet l'activation des 
Smad 2/3 et des MAPKs. L'induction de l'apoptose par TGF-P est due à une augmentation 
de l'expression de Bim et de l'activation de la voie extrinsèque de l'apoptose {Houde et al. 
2009). 
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L'adhésion cellulaire à la matrice extracellulaire, régulée par les intégrines, peut également 
réguler les phénomènes d'apoptose de l'ostéoclaste. La perte d'adhésion de l'ostéoclaste à 
la matrice extracellulaire induit l'anoïkose. Cette forme d'apoptose est induite par la 
libération de cytochrome c par la mitochondrie, la formation de l'apoptosome, le clivage 
des caspases-8, -9 et -3 et la dégradation de l'ADN {Sakai et al. 2000; Zhao et al. 2005) . 
Les intégrines permettent, suite à une liaison à un de leur ligand, le recrutement de 
protéines intracellulaires et l'activation des voies de survie. Dans l'ostéoclaste, l'intégrine 
avP3 est responsable du recrutement de Src et de PI3K. Ce recrutement permet l'activation 
de la MAPK ERK1/2 et de Akt {Ross et al. 2005). 
2.9. Les facteurs de croissance dans le remodelage osseux 
La matrice osseuse contient plusieurs facteurs de croissance. Lors de la résorption osseuse, 
ces facteurs sont libérés et peuvent moduler l'activité, la survie et la formation des cellules 
osseuses. Ces facteurs, systémiques ou locaux, sont des régulateurs majeurs dans le 
remodelage osseux. L'hormone parathyroïdienne (PTH) et la 1,25-dihydroxy vitamine D 
jouent des rôles majeurs dans la régulation du métabolisme osseux. D'autres facteurs, 
comme les interleukines (IL), les prostaglandines, le TGF-p et les BMPs sont également 
impliqués dans ce métabolisme. 
Dans l'ostéoclaste, RANKL et M-CSF ont été identifiés comme des cytokines critiques et 
essentielles à l'ostéoclastogénèse et la résorption osseuse. Par contre, la PTH, la 1,25-
dihydroxy vitamine D, ainsi que le TNFa, IL-1, IL-6 et IL-17 stimulent également la 
formation et l'activation des ostéoclastes et donc la résorption osseuse. L'OPG, l'interferon 
Y et 1TL-10 inhibent la résorption osseuse {Lee et al. 2006). Toutefois, l'ensemble de ces 
facteurs agissent essentiellement en modulant l'expression de RANKL et/ou de l'OPG. Il a 
ainsi été démontré que l'activation de l'ostéoclaste dépendait du ratio RANKL/OPG {Boyle 
et al. 2003). Enfin, d'autres facteurs, comme le TRAIL, TGF-p et les estrogènes, régulent 
l'ostéoclaste en partie en induisant leur apoptose {Roux et al. 2005; Houde et al. 2009; 
Stern 2005). 
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2.10. Les BMPs 
Les BMPs sont des facteurs de croissance multifonctionnels impliqués dans plusieurs 
phénomènes cellulaires et appartiennent à la superfamille des TGF-p. Jusqu'à présent, une 
vingtaine de BMPs ont été identifiées {Marquis et al. 2009). Elles sont présentes dans le 
tissu osseux à une concentration de 1 à 2 \xg par kg d'os {Reddi et al 2005). Leurs niveaux 
d'expression dépendent considérablement du tissu observé. Par exemple, les BMP-3, -4, -7, 
-8 et -9 sont plus fortement exprimées au niveau de l'os d'origine membranaire tandis que 
les BMP-2 et -5 sont plus exprimées dans l'os d'origine endochondrale {Suttapreyasri et al. 
2006). Les BMPs peuvent être classées en différents groupes selon leurs homologies de 
séquence ou fonctions (Tableau 2.1) {Senta et al. 2009). Par exemple la BMP-2 possède 
une homologie de 50% de sa séquence avec la BMP-4. La BMP-7 possède une séquence 
homologue à plus de 87% avec les BMP-5 et -6 {Senta et al. 2009). 
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Tableau 2. Sous-groupes des BMPs et récepteurs identifiés {Adapté de Senta et al. 2009) 
Classe 
BMP-2 et 
-4 
BMP-3 
BMP-7 
BMP-9 
et-10 
BMP 
dérivé 
du 
cartilage 
BMPs 
BMP-2 
BMP-4 
BMP-3 
BMP-5 
BMP-6 
BMP-7 
BMP-8 
BMP-8b 
BMP-9 
BMP-10 
BMP-12 
BMP-13 
BMP-14 
Effet sur le remodelage osseux 
Différenciation ostéoblastique 
et ostéoclastique 
Différenciation ostéoblastique 
Inhibiteur d'ostéogénèse 
Inducteur de chondrogénèse 
Différenciation ostéoblastique 
et inducteur d'ostéogénèse 
Différenciation ostéoblastique 
et inducteur d'ostéogénèse 
Inconnu 
Inconnu 
Inhibiteur d'angiogénèse. 
Différenciation ostéoblastique 
Inhibiteur d'angiogénèse 
Différenciation des hMSCs 
Différenciation des hMSCs 
Propriété angiogénique 
Inducteur de chondrogénèse 
Récepteur 
de type I 
ALK-3 et -6 
ALK-3 et -6 
ALK-4 
ALK-3 et -6 
ALK-2, -3 et 
-6 
ALK-2, -3 et 
-6 
ALK-3 et -6 
Inconnu 
ALK-1 
ALK-1, -3 et 
-6 
ALK-3 et -6 
ALK-3 et -6 
ALK-3 et -6 
Récepteur 
de type II 
BMPR-II/ActRIIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
ActR-IIA 
Inconnu 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
Inconnu 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
BMPR-II/ActR-IIA 
Transduction 
du signal 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Smad 2/3 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Inconnu 
Smad 1//5/8 
et Smad 2/3 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Smad 1/5/8 
Référence 
Lavery et al. 2008 
Itoh et al. 2001 
Lavery et al. 2008 
Bahamonde et al. 
2001 
Snelling et al. 2010 
Lavery et al. 2008 
Lavery et al. 2008 
David et al. 2007 
Bergeron et al. 2009 
David et al. 2007 
Haddad-Webber et 
al. 2010 
Haddad-Webber et 
al. 2010 
30 
Les BMPs sont d'abord synthétisées sous forme inactive contenant un domaine de 
signalisation, un domaine mature et un domaine pro-. Les formes actives des BMPs 
résultent de la dimérisation de deux BMPs. Une fois active, les BMPs peuvent se lier à des 
récepteurs pour induire des phénomènes cellulaires. Leurs rôles dans le développement 
embryonnaire, remodelage osseux et dans les fonctions cellulaires ont été étudiés depuis 
plusieurs années {Chen et al. 2004). Notamment, les BMPs sont capables de réguler la 
prolifération, la survie et la différenciation des cellules mésenchymateuses dont les 
ostéoblastes {Senta et al. 2009). Dans le remodelage osseux, les BMPs contribuent à 
l'équilibre de la masse osseuse. Ils permettent la différenciation vers le phenotype 
ostéoblastique des cellules souches mésenchymateuses et peuvent donc indirectement 
stimuler la formation d'ostéoclastes {Giannoudis et al. 2007). 
2.10.1. Les voies de signalisation des BMPs 
Le mode d'action des BMPs se fait via des voies de signalisation intracellulaire régulées 
par des récepteurs membranaires. Ces derniers sont des récepteurs ayant une activité 
sérine/thréonine kinase qui comprennent deux sous-familles : les récepteurs de type I et de 
type II. Associés aux signalisations BMPs, les récepteurs ALK1, ALK-2, ALK-3 (BMPR-
Ia) et ALK-6 (BMPR-Ib) sont identifiés comme des récepteurs de type I et parmi ceux de 
type II, se trouvent les récepteurs BMPR-II, ActR-IIa et ActR-IIb {Li et al. 2006). 
La transduction du signal induite par les BMPs est régulée par des complexes tétramériques 
composés de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type IL Deux voies de 
signalisation ont été identifiées dans la transduction du signal BMP : la voie canonique des 
protéines Smad et la voie impliquant les MAPKs (Mitogen activated protein kinases) {Senta 
et al. 2009). 
2.10.2. Voie canonique des protéines Smad 
Les protéines Smad ont été identifiées comme les acteurs principaux de la transduction du 
signal induite par les BMPs (Figure 2.9). La voie canonique des protéines Smad est activée 
par la liaison des BMPs actives aux récepteurs de type II. Cette liaison permettra à la sous-
unité de type II de phosphoryler la sous-unité de type I à laquelle elle est associée. La 
phosphorylation du récepteur de type I permettra le recrutement intracellulaire et la 
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phosphorylation des protéines R-Smad (Receptor-activated Smad). Parmi ces protéines, 
Smad 1, Smad 5 et Smad 8 sont impliquées dans la signalisation des BMPs et Smad 2 et 3 
font part de la signalisation TGF-P {Miyazono et al. 2009). Une fois phosphorylée, les R-
Smad s'associent avec la protéine Smad 4 (Common-partner Smad (Co-Smad)). Le 
complexe constitué des R-Smad et de Smad 4 peut ensuite entrer dans le noyau et activer 
des facteurs de transcription comme Runx2 pour induire la transcription de gènes 
spécifiques comme l'ALP et l'ostéocalcine {Chen et al. 2004). Cette voie de signalisation, 
homologue de la voie de signalisation du TGF-p qui implique la phosphorylation de Smad 
2 et 3, se distingue de celle-ci par la phosphorylation de Smad 1/5/8 {Ramesh et al. 2009). 
i gènes (ex: RunxZl j 
Figure 2.9. Voie canonique des protéines Smad {Adapté de Chen et al. 2004) 
La régulation de cette voie peut être effectuée à plusieurs niveaux. Dans un premier temps, 
les protéines Smad peuvent être dégradées dans le protéasome par un mécanisme 
d'ubiquitination. L'ubiquitination est un phénomène biochimique impliquant la liaison 
d'une molécule d'ubiquitine sur les lysines d'une protéine. La protéine Smurfl (Smad-
ubiquitination regulatory factor) est capable d'interagir avec les protéines R-Smad et 
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d'ubiquitiner ces protéines pour les orienter vers le protéasome où elles seront dégradées 
{Chen et al. 2004). Au niveau extracellulaire, plusieurs antagonistes telles que noggin et la 
follistatine peuvent inhiber la transduction du signal par les BMPs. Noggin est un 
antagoniste direct des BMP-2, -4 et -7. Celui-ci se lie directement aux BMPs empêchant 
donc les BMPs de se lier aux récepteurs. La follistatine inhibe l'effet des BMP-2, -4 et -7 
en se liant directement aux récepteurs et en empêchant leur activation. Les protéines Smad 
6 et 7 (Intracellular Smad (I-Smad)) peuvent interagir au niveau intracellulaire en se liant 
aux récepteurs de type I et empêcher la phosphorylation des R-Smad. Il a également été 
démontré que Smad 6 pouvait interagir avec Smad 4 et ainsi inhiber la formation du 
complexe R-Smad/Smad 4 {Miyazono et al. 2005). 
2.10.3. Voie des MAPKs 
La transduction du signal BMP comprend une deuxième voie de signalisation impliquant 
les MAPKs (Figure 2.10). Trois cascades de signalisation cellulaire distinctes sont 
comprises dans la transduction du signal via les MAPKs, les voies ERK, JNK (c-Jun N-
Terminal Kinase) et p38 MAPK {Senta et al. 2009). Différents complexes intracellulaires 
sont responsables de l'activation des différentes MAPKs suite à la transduction du signal 
par les BMPs. Par exemple, dans les ostéoblastes humains, la BMP-2 est capable d'activer 
les voies ERK et p38 {Lai et al. 2002). De plus, les BMP-2 et -4 peuvent activer TAK1 
(TGF-P activated kinase 1) et TAB1 (TAK1 binding protein 1). Les mécanismes de cette 
activation demeurent inconnus, mais l'interaction de TAK1 avec Smad 6 peut bloquer 
l'activation de p38 {Gallea et al. 2001; Kimura et al. 2000). 
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Figure 2.10. Voie des MAPKs 
{Adaptée de Kimura et al. 2000; Hay et al. 2004; Gallea et al. 2001) 
2.10.4. L'application des BMPs en milieu clinique 
Un nombre important d'études a rapporté l'efficacité et le potentiel de certains membres de 
la famille BMP à stimuler l'ostéogenèse. Ces découvertes ont contribué au développement 
d'approches thérapeutiques où les BMPs jouent un rôle central dans la régénération du tissu 
osseux. La FDA a approuvé l'usage clinique de la BMP-2 et de la BMP-7 pour des 
applications orthopédiques spécifiques comme la spondylodèse et la réparation des 
fractures avec non-union osseuse. À des concentrations de 1,5 mg.ml"1, les BMP-2 et -7 
sont intégrées lors des chirurgies et permettent de remplacer la greffe autologue, la 
procédure chirurgicale standard {Bessa et al. 2008) 
Dans une étude conduite par la COTS (Canadian orthopaedic trauma society), l'effet 
ostéogénique de la BMP-7 recombinante (rhBMP-7) a été évalué chez des patients ayant 
des fractures du tibia. Le besoin d'une deuxième intervention postopératoire pour les sujets 
traités par la BMP-7 diminue de façon significative en comparaison de sujets contrôles. De 
plus, un plus grand nombre de patients était capable de réintégrer un mode de vie normal 
sans douleur lorsque la BMP-7 était intégrée dès la première chirurgie {White et al. 2007). 
L'évaluation du potentiel thérapeutique de la BMP-2 dans la spondylodèse a été démontrée 
dans une étude par Burkus et coll. {Burkus et al. 2005). Les patients ont été traités avec la 
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BMP-2 incorporée dans des éponges de collagene de type I résorbables. Ces éponges sont 
ensuite implantées chez les patients. Des diminutions significatives du séjour 
d'hospitalisation, du taux d'incidence d'une deuxième opération et de la douleur ressentie 
ont été observées chez les patients traités par la BMP-2. Une augmentation du taux de 
fusion des vertèbres a également été observée, suggérant que la BMP-2 contribuerait de 
façon significative à la réparation des vertèbres suite à un traumatisme {Burkus et al. 2005; 
McKay et al. 2007). 
2.10.5. Limites des BMPs et développement des approches thérapeutiques 
Dans un environnement in vivo, les protéines sont les cibles de dégradations enzymatiques 
et possèdent donc des temps de demi-vie très courts. Par exemple, la BMP-2 possède un 
temps de demi-vie de sept minutes chez les mammifères {Senta et al. 2009). Ceci réduit 
l'efficacité des BMPs dans l'ostéogenèse et la régénération du tissu osseux {Senta et al. 
2009). 
Deux approches, les systèmes de libération contrôlée et la thérapie génique, permettent de 
protéger les BMPs de la dégradation in vivo et d'augmenter leur efficacité. Les BMPs 
peuvent alors être combinées à des transporteurs naturels ou synthétiques {Bessa et al. 
2008). Idéalement, ces transporteurs doivent être biocompatibles et capables de préserver la 
structure active des BMPs. Par exemple, les BMP-2 et -7 peuvent être combinées à un 
transporteur à base de collagene afin d'assurer une libération au site de la fracture {McKay 
étal. 2007; White et al. 2007). 
Par l'approche de la thérapie génique et des vecteurs adénoviraux, il est possible également 
de faire produire efficacement les BMPs par des cellules au niveau des sites de réparation. 
Cette approche est moins coûteuse comparée à l'usage de BMPs recombinantes. 
L'utilisation de rétrovirus et d'adénovirus est très populaire pour la thérapie génique. 
Cependant, la thérapie génique par rétrovirus demande l'intégration du génome viral dans 
le génome du patient, ce qui pourrait engendrer des mutations et une augmentation des 
infections virales. Malgré un bas taux de transfection, les adénovirus sont souvent utilisés 
car ils permettent l'expression d'un gène d'intérêt et possèdent de faibles risques 
d'infection d'ADN {Senta et al. 2009). 
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2.11. La réponse des cellules osseuses aux BMPs 
Les BMPs prennent part à une grande variété d'événements cellulaires et contribuent à un 
développement sain de l'organisme dès le stade embryonnaire. Ainsi, leurs rôles ne sont 
pas exclusifs au développement osseux. Les BMPs agissent dans la régulation des cellules 
souches embryonnaires et hematopoïetiques, la régulation de l'angiogénèse, le 
développement du système pulmonaire, la différenciation des neurones, etc {Coviella et al. 
2000; Chen et al. 2004; Zhang et al. 2005; Li et al. 2006; Upton et al. 2009). Plusieurs 
efforts de recherche ont été réalisés afin de mieux comprendre le rôle de cette famille de 
protéines dans le développement et le remodelage osseux. Dans la prochaine section, 
l'impact des BMPs dans le remodelage osseux et dans le fonctionnement des ostéoblastes et 
ostéoclastes sera discuté. 
2.11.1. La réponse des ostéoblastes aux BMPs 
Le caractère ostéogénique des facteurs contenus dans la matrice osseuse a été découvert en 
1965 par Urist et coll. En utilisant une matrice osseuse déminéralisée implantée dans des 
quadriceps de rongeurs, il est observé que celle-ci peut induire la formation d'un nouveau 
tissu osseux {Urist et al. 1965). En 1988, Wozney et coll. découvrent les BMPs et leurs 
propriétés ostéogéniques {Wozney et al. 1988). Basés sur ces découvertes, plusieurs travaux 
ont été réalisés afin d'élucider les modes d'action des BMPs sur les ostéoblastes. 
Le potentiel des différentes BMPs à induire la formation d'ostéoblastes et l'ostéogénèse a 
été étudié chez l'homme et la souris. Chez l'homme, Lavery et coll. ont étudié le potentiel 
ostéogénique des BMP-2, -4, -6 et -7 sur des cellules souches mésenchymateuses (hMSCs). 
Les quatre BMPs sont capables d'induire la formation d'ostéoblastes et la minéralisation de 
la matrice à des concentrations de 100, 200 et 500 ng.ml"1 {Lavery et al. 2008). Chez la 
souris, les BMP-2 et -7 peuvent induire l'ostéogénèse et la différenciation ostéoblastique 
dans différentes lignées cellulaires. Par exemple, la BMP-2 à une concentration de 300 
ng.ml"1 inhibe la différenciation terminale des C2C12 en myotubes au profit des 
ostéoblastes {Katagiri et al. 1994). Dans les cellules pluripotentes C3H10T1/2 qui peuvent 
se différencier en ostéoblastes, chondrocytes, myoblastes et adipocytes, la BMP-2 permet 
d'induire à une concentration de 300 ng.ml"1 la différenciation en ostéoblastes caractérisée 
par une activation du facteur Runx2, une augmentation de l'expression de l'ALP, de 
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l'ostéocalcine et de la synthèse de collagene de type I {Yamaguchi et al. 2000; Matsubara 
et al. 2008). Cependant, toutes les BMPs ne sont pas ostéogéniques. Par l'utilisation de 
rétrovirus, il est démontré chez les préosteoblastes murins MC3T3-E1 et les C3H10T1/2 
que la BMP-3 ne possède pas d'activité ostéogénique et inhibe l'effet ostéogénique de la 
BMP-2 {Daluiski et al. 2001). 
2.12. La réponse des ostéoclastes aux BMPs 
Un nombre important d'études a permis de caractériser l'effet des BMPs sur les 
ostéoblastes, et d'élucider les modes d'action des BMPs dans l'ostéogénèse. Cependant, 
l'importance du rôle des BMPs dans la résorption osseuse et la physiologie de l'ostéoclaste 
est peu connue. Des études démontrent que les BMPs peuvent stimuler indirectement 
l'ostéoclastogénèse en stimulant l'expression de facteurs ostéoclastogéniques comme 
RANKL par les ostéoblastes {Itoh et al. 2001; Kanatani et al. 1995; Hentunen et al. 1995; 
Wutzl et al. 2006). D'autres études ont montré un effet direct par lequel les BMPs stimulent 
les voies de signalisation impliquées dans l'activation de l'ostéoclaste {Kaneko et al. 2000; 
Jensen et al. 2010) 
2X2.\. Les BMPs dans l'activation des cellules supportant 
l'ostéoclastogénèse 
Les cellules stromales et les ostéoblastes expriment RANKL et M-CSF. Plusieurs études 
ont démontré qu'en augmentant la différenciation ostéoblastique, les BMPs pouvaient 
stimuler de façon indirecte l'ostéoclastogénèse par une augmentation de l'expression de 
RANKL par les ostéoblastes {Giannoudis et al. 2008). Kanatani, Itoh, Abe et coll. ont 
illustré cet effet dans des ostéoclastes murins. L'addition de BMP-2 à des concentrations 
variant de 10 pg.ml"1 à 100 ng-ml"1 stimule de façon dose-dépendante la résorption osseuse 
ainsi que la formation d'ostéoclastes. Par contre ces augmentations ne sont observées qu'en 
présence de cellules stromales {Kanatani et al. 1995). Itoh et coll. ont montré dans des co-
cultures d'ostéoblastes et d'ostéoclastes que la BMP-2 à une concentration de 300 ng.ml"1 
augmente la formation d'ostéoclastes {Itoh et al. 2001). Par l'addition d'OPG à 10 ng.ml"1, 
une inhibition de la formation d'ostéoclastes induite par la BMP-2 est observée. Ils ont 
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aussi montré que la BMP-2 induit la survie des ostéoclastes et que cette induction dépend 
de la présence de RANKL dans les cultures. Après avoir identifié l'expression de l'ARNm 
codant pour BMPR-Ia, Itoh et coll. ont démontré l'implication importante des voies de 
signalisation BMPs dans l'ostéoclastogénèse. En utilisant une forme soluble de récepteur 
BMPR-Ia, une diminution significative du nombre d'ostéoclastes est observée dans des co-
cultures traitées avec et sans la BMP-2, suggérant que la BMP-2 joue un rôle important sur 
les ostéoblastes qui supportent la différenciation ostéoclastique {Itoh et al. 2001). Abe et 
coll. ont montré que les C2C12, lorsqu'elles sont traitées avec la BMP-2, possèdent des 
niveaux d'expression d'ARNm codants pour RANKL plus élevés et augmentaient la 
résorption osseuse et la formation d'ostéoclastes en présence de précurseurs ostéoclastiques 
{Abe et al. 2000). Ces résultats suggèrent donc que les augmentations de la formation 
ostéoclastique induite par la BMP-2 sont dues à une augmentation de l'expression de 
RANKL par les cellules stromales et les ostéoblastes. 
L'effet des autres membres de la famille BMPs, dont les BMP-5, -6 et -7 a été étudié sur 
l'ostéoclaste. Hentunen et coll. ont montré dans des co-cultures de cellules isolées de la 
moelle osseuse de rat que la BMP-7 à des concentrations de 10, 50 et 100 ng.ml"1 stimulait 
la formation d'ostéoclastes et la résorption osseuse. De plus, il est observé que l'addition de 
10"9 mol.L"1 de 1,25 dihydroxy vitamine D (un facteur stimulant la différenciation 
ostéoblastique) accroît la différenciation ostéoclastique induite par la BMP-7 {Hentunen et 
al. 1995). Dans des co-cultures de moelle osseuse murine, Wutzl et coll. ont démontré que 
les BMP-5 et -6, à des concentrations de 0.1 à 10 ng.ml"1, stimulaient la différenciation 
ostéoblastique et la prolifération des cellules mésenchymateuses. En parallèle, une 
augmentation de la formation ostéoclastique est également observée. En inhibant RANKL 
par l'addition d'OPG à 10 ng.ml"1, Wutzl et coll. ont démontré que l'augmentation du 
nombre d'ostéoclastes observée était dépendante d'une augmentation de la différenciation 
ostéoblastique et de l'expression de RANKL {Wutzl et al. 2006). 
L'ensemble de ces études démontrent que les BMPs (BMP-2, -5, -4, -6 et -7) peuvent 
stimuler la formation, la survie des ostéoclastes ainsi que la résorption osseuse en 
augmentant la formation et la différenciation des cellules supportant l'ostéoclastogénèse. 
Les mécanismes moléculaires associés à ces événements sont encore obscurs, mais il est 
bien défini que les BMPs ont un rôle dans la physiologie de l'ostéoclaste. 
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2.12.2. L'effet direct des BMPs sur l'ostéoclaste 
Les études décrites ci-dessus illustrent que les BMPs peuvent affecter indirectement les 
ostéoclastes via les cellules stromales et les ostéoblastes. Cependant, Onishi, Kaneko et 
coll. ont montré une expression des récepteurs BMPR-Ia, -Ib et -II par l'ostéoclaste 
suggérant donc un effet direct des BMPs sur l'ostéoclaste {Onishi et al. 1998; Kaneko et al. 
2000; Jensen et al. 2010). À partir d'une culture d'ostéoclastes matures isolés de fémurs de 
lapins, il a été démontré que les BMP-2 et -4 à des concentrations de 100 ng.ml"1 
stimulaient la résorption osseuse {Kaneko et al. 2000). Par analyse de l'expression des 
ARNm, l'addition de BMP-2 à 100 ng.ml"1 induisait une augmentation de la transcription 
de la cathepsine K et de l'anhydrase carbonique II {Kaneko et al. 2000). Wildemann et coll. 
ont également montré en utilisant un modèle murin que l'incorporation de BMP-2 dans des 
particules de PDLLA (poly(D,L-lactide)) augmentait la résorption osseuse mais pas la 
formation d'ostéoclastes {Wildermann et al. 2005). 
Jensen et coll. ont montré que la BMP-2 à 30 ng.ml"1 induisait la phosphorylation des Smad 
1/5/8 et une augmentation de la transcription de NFATcl et TRAP. En présence de 
RANKL et M-CSF, une augmentation de la différenciation des précurseurs ostéoclastiques 
en ostéoclastes matures est observée lorsque la BMP-2 est ajoutée à 30 ng.ml"1. En inhibant 
la BMP-2 par l'addition de noggin 1 ng.ml"1, une diminution importante de la transcription 
de NFATcl, TRAP, cathepsine K et DC-STAMP est observée. En utilisant un siRNA 
dirigé vers BMPR-II, il a été observé que les cellules transfectées possédaient un nombre 
d'ostéoclastes réduit en comparaison aux cellules non-transfectées {Jensen et al. 2010). 
L'ensemble de ces études montrent que certaines BMPs peuvent moduler directement 
l'activation, la différenciation, et la survie des ostéoclastes. Malgré ce nombre important 
d'études sur la réponse des ostéoclastes aux BMPs, aucune étude n'a rapporté les effets des 
membres de la famille BMPs sur l'ostéoclaste humain. 
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2.13. La BMP-9 
La BMP-9, aussi connue sous le nom de GDF-2 (Growth differentiation factor), est un 
membre de la famille des BMPs {Miller et al. 2000). Elle a été identifiée et clonée pour la 
première fois à partir de cDNA provenant du foie de souris {Miller et al. 2000). Elle est 
produite par les cellules structurales du foie comme les cellules endothéliales et les cellules 
de Kupffer {Miller et al. 2000). Présente dans le sérum humain à des concentrations de 2 
ng.ml"1 {Herrera et al. 2009), la BMP-9 est impliquée dans des phénomènes cellulaires 
variés. Coviella et coll. ont montré que la BMP-9 était impliquée dans la différenciation des 
neurones et la synthèse d'acétylcholine {Coviella et al. 2000; 2002). Ye et coll. ont montré 
que la BMP-9 induisait l'apoptose des PC-3, cellules cancéreuses de la prostate {Ye et al. 
2008). Dans les prochaines sections, la réponse des cellules osseuses et endothéliales à la 
BMP-9 ainsi que les mécanismes moléculaires impliqués dans cette réponse seront 
présentés. 
2.13.1 La BMP-9 dans la régulation de l'angiogénèse. 
Le rôle de la BMP-9 et de ses récepteurs a été étudié dans les cellules endothéliales {David 
et al. 2006; Scharpfenecker et al. 2006). Par analyse crystallographique, Brown et coll. ont 
montré que la BMP-9 pouvait se lier aux récepteurs BMPR-II, ActR-IIa, -Ilb et ALK-1 
{Brown et al. 2005). Dans les cellules endothéliales provenant de veines ombilicales 
(HUVECs), des artères pulmonaires (HPAECs) et de l'aorte (HAECs), la BMP-9 à une 
concentration de 1 ng.ml"1 induisait la phosphorylation des protéines Smad 1/5/8 par sa 
liaison au récepteur ALK-1 {David et al. 2006, 2008; Scharpfenecker et al. 2006; Upton et 
al. 2009). Il a également été observé dans les HPAECs que la BMP-9 à 10 ng.ml"1 induisait 
aussi la phosphorylation de Smad 2 et que cette activation pouvait être inhibée par 
l'inhibition de l'expression de ActR-II par transfection de siRNAs (small interfering RNA). 
À ces concentrations (de 1 à 100 ng.ml"1), la BMP-9 inhibe la prolifération cellulaire, la 
migration des cellules et l'angiogénèse {David et al. 2006, 2008). La BMP-9 est un puissant 
inhibiteur de l'angiogénèse en bloquant celle-ci lorsqu'elle est induite par le facteur VEGF 
(Vascular endothelial growth factor) {Scharpfenecker et al. 2006). 
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2.13.2. Le potentiel ostéogénique de la BMP-9 
La BMP-2 et -7 sont utilisées en clinique pour stimuler l'ostéogénèse. Cependant, plusieurs 
études in vivo et in vitro ont montré que la BMP-9 possédait un potentiel ostéogénique 
significatif {Dayoub et al. 2003; Kang et al. 2004; Luu et a. 2006). Par thérapie génique, 
trois études par le groupe de Helm ont démontré que la différenciation des cellules souches 
mésenchymateuses humaines (hMSCs) et l'induction de l'ostéogénèse par un vecteur 
adénoviral de BMP-9 (AdBMP-9), infection d'AdBMP-9 à 50 PFU.cellule"1 (Plaque 
forming unitcellule"1), induisait l'expression de l'ALP et la différenciation ostéoblastique 
des hMSCs {Dayoub et al. 2003). In vivo, l'injection d'hMSCs transfectées dAdBMP-9 
dans le quadriceps de souris induisait l'ossification de celui-ci {Li et al. 2003). Dumont et 
coll. ont aussi montré que les hMSCs transfectées pouvaient induire la fusion des vertèbres 
lorsque les cellules étaient injectées dans la région lombaire {Dumont et al. 2002). 
La BMP-9 peut également induire la chondrogénèse. Hills et coll. ont montré dans le 
cartilage bovin que la BMP-9 stimulait la synthèse de collagene. À une concentration de 
100 ng.ml"1, la BMP-9 induisait des niveaux de production de collagene similaires à ceux 
induits par la BMP-2 à concentration de 1,000 ng.ml"1. Il a également été observé que 
l'addition de BMP-9 pouvait inhiber les activités protéolytiques présentes dans le cartilage 
et prévenir sa dégradation {Hills et al. 2005). Une deuxième étude a démontré que la BMP-
9 pouvait induire la différenciation chondrocytaire de hMSCs encapsulées dans des billes 
d'alginate {Mqjumdar et al. 2001). À une concentration de 100 ng.ml"1, la BMP-9 induisait 
une augmentation de l'expression de l'ARN messager du collagene 2A1 (Col2Al) et des 
gènes chondrocytaires Aggrecan, Comp (Complexe oligomeric matrix protein) et Sox-9 
{Majumdar et al. 2001). La chondrogénèse étant une étape importante dans l'ossification 
endochondrale {Clarke 2008), la BMP-9 se présente comme un agent intéressant pour 
stimuler les étapes préliminaires à la formation osseuse. 
Plusieurs études ont comparé le potentiel ostéogénique des différentes BMPs. Par infection 
d'adénovirus exprimant différentes BMP, Luu et coll. ont montré que les cellules C2C12 
infectées par AdBMP-9 présentaient une activité ALP et une expression d'ostéocalcine 
supérieures à celle de cellules infectées par AdBMP-2, -6 et -7 {Luu et al. 2006). Kang et 
coll. ont ensuite montré le potentiel ostéogénique des BMP-2, -6, -7 et -9. Dans cette étude, 
les C2C12 infectées par différents adBMPs ont été injectées dans des quadriceps de souris 
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athymiques. Les cellules infectées par adBMP-9 présentaient une formation d'os contenant 
de la moelle osseuse dans le quadriceps. Comparativement aux quadriceps injectés par les 
adBMP-2 et -7, une structure cartilagineuse était obtenue, suggérant donc que la BMP-9 
induisait une ossification plus mature et plus robuste que les BMP-2 et -7 {Kang et al. 
2004). De plus, l'ostéogénèse induite par la BMP-9 ne pouvait pas être inhibée par la BMP-
3, un antagoniste de l'ostéogénèse induite par les BMP-2 et -7 {Kang et al. 2004). 
Bergeron et coll ont montré les effets directs de la BMP-9 et de son dérivé peptidique (le 
pBMP-9) sur la différenciation des préosteoblastes murins MC3T3-E1 {Bergeron et al. 
2007, 2009). En utilisant un système de libération contrôlée, le pBMP-9 à 25 et 100 ng.ml"1 
pouvait induire des niveaux d'activités de l'ALP similaires à ceux induits par la BMP-2 à 
50 et 100 ng.ml"1. Par marquage enzymatique de l'ALP au jour 5, une expression de l'ALP 
plus forte était observée dans les MC3T3-E1 traitées par le pBMP-9 en comparaison aux 
cellules traitées à la BMP-2 {Bergeron et al. 2007). L'influence du pBMP-9 et de la BMP-2 
sur la sécrétion de métalloprotéinases matricielles a également été étudiée. Il a été observé 
que l'addition de pBMP-9 dans le système de libération diminuait la sécrétion de MMP-2, 
une MMP sécrétée par les ostéoblastes. Comparativement aux cultures traitées par la BMP-
2, une diminution plus forte de MMP-2 était observée dans les cultures traitées par la 
pBMP-9 {Bergeron et al. 2007). Une deuxième étude par Bergeron et coll. a comparé 
l'effet ostéogénique des BMP-2, BMP-9 et pBMP-9 in vitro. À des concentrations 
équimolaires, la BMP-2, la BMP-9 et le pBMP-9 pouvaient induire la phosphorylation des 
protéines Smad 1/5/8. L'addition de noggin inhibait la phosphorylation des Smad induite 
par la BMP-2. Par contre, noggin n'avait aucun effet sur la phosphorylation de Smad 1/5/8 
lorsque celle-ci était induite par la BMP-9 ou pBMP-9. Il a ensuite été démontré que la 
BMP-9 et pBMP-9 pouvaient activer la transcription des gènes ostéoblastiques Runx2, 
Ostérix, Collai et ostéocalcine (Bergeron et al. 2009). Comparativement à la BMP-2, la 
BMP-9 induisait respectivement aux jours 3 et 6 des niveaux d'expression de Collai et 
d'Ostérix plus importants. Par coloration à l'alizarine, le pBMP-9 à 4.52 et 400 ng.ml"1 
permettait une minéralisation en présence de FBS (Sérum foetal bovin). Par contre, un 
dépôt de calcium plus important était observé dans les MC3T3-E1 traitées par le pBMP-9 à 
400 ng.ml"1 {Bergeron et al. 2009) 
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2.13.3. La BMP-9 dans l'ostéoclastogénèse et la résorption osseuse 
L'ensemble de ces études identifie la BMP-9 comme un candidat prometteur pour des 
applications cliniques de régénération du tissu osseux. Capable d'induire l'ostéogénèse et la 
différenciation des MSCs en ostéoblastes, la BMP-9 se présente comme un substitut 
efficace pour la BMP-2 et la BMP-7 qui sont couramment utilisées dans la réparation des 
fractures des os longs et la spondolydèse. Toutefois, aucune étude n'a identifié l'effet de la 
BMP-9 sur l'ostéoclaste et la résorption osseuse. Celui-ci jouant un rôle essentiel dans le 
maintien de l'intégrité du tissu osseux, il est important de caractériser la réponse des 
ostéoclastes à ce facteur de croissance. La question de recherche qui se pose est donc de 
savoir quel est l'effet de la BMP-9 sur l'ostéoclaste humain (Figure 2.11). 
Dans un premier temps, il a été démontré que certaines BMPs, dont la BMP-2, pouvaient 
stimuler la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures {Jensen 
et al. 2010). Cette étude vise donc à caractériser le potentiel ostéoclastogénique de la BMP-
9. Dans un deuxième temps, l'effet de la BMP-9 sur la survie de l'ostéoclaste sera 
déterminé. Certains membres de la famille TGF-P, dont les BMPs, peuvent moduler la 
survie de l'ostéoclaste {Itoh et al. 2001; Houde et al. 2009). Étant donné que la BMP-9 peut 
moduler l'apoptose de certains types cellulaires {Ye et al. 2008), il'est possible que la BMP-
9 puisse affecter la survie des ostéoclastes. La résorption étant la fonction principale de 
l'ostéoclaste, la capacité de la BMP-9 à pouvoir moduler l'activation des ostéoclastes et 
moduler la résorption osseuse sera également évaluée. 
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Figure 2.11. Réponse des différents types cellulaires à la BMP-9 
Basée sur les phénomènes cellulaires observés, une étude des mécanismes moléculaires 
impliqués dans la transduction du signal induite par la BMP-9 sera réalisée. Ainsi, la 
réponse des ostéoclastes à la BMP-9 sera étudiée par l'étude de l'activation des Smad. 
Associée à une analyse du profil d'expression des récepteurs BMP, cette étude permettra 
d'identifier les mécanismes d'action et le rôle de la BMP-9 dans la physiologie de 
l'ostéoclaste. 
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Chapitre 3. Matériels et méthodes 
3.1. Réactifs et Facteurs de croissance 
3.1.1. Facteurs de croissance 
Les cytokines et facteurs de croissances, dont le M-CSF, la Staurosporine et la BMP-9 
proviennent de R&D Systems (Minneapolis, MN, É-U). RANKL-GST (Gluthanione S-
transferase) est produit dans des souches E.coli B21. Ce dernier est purifié par 
chromatographie d'affinité et la pureté est évaluée par SDS-PAGE (Electrophorèse sur gel 
de polyacrylamide de dodécyl-sulfate de sodium). L'efficacité du RANKL produit a été 
vérifiée par rapport à celle du RANKL commercial (provenant de R&D Systems) sur sa 
capacité à induire la différenciation ostéoclastique et la résorption osseuse. Un contrôle de 
purification a été effectué afin de vérifier que l'effet biologique observé par le RANKL 
était bien dû à la protéine désirée produite et non à des contaminants. À concentrations 
équimolaires, le RANKL produit possède une activité biologique similaire au RANKL 
commercial. 
3.1.2. Réactifs et anticorps 
Le DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline), le DMEM (Dulbecco's Minimum 
Essential Médium), le FBS, l'amphotéricine B, la pénicilline et streptomycine proviennent 
de Wisent (Montréal, QC, CAN). L'OPTI-MEM (OPTI Minimum Essential Médium) 
provient de Invitrogen (Burlington, ONT, CAN). Les anticorps anti-RANK (AB-1861) et 
anti-CTR (SC-8858) humains proviennent respectivement de Chemicon (Temecula, CA, É-
U) et Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, É-U). Les anticorps dirigés contre 
l'actine (#4967), les procaspases-9 (#9502), caspases-8 (#9496) et -9 clivées (#9501), les 
formes phosphorylées et non-phosphorylées des Smad 1/5/8 (#9511 et SC-6031-R) et 2 
(#3108 et #3122), les homologues Bcl-2 (sc-492) Bax (#2772), Bim (#2819) et Bid (#2002) 
proviennent de Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, É-U) et Santa Cruz 
Biotechnology. L'anti-procaspase-8 (551234) provient de BD Pharmingen (San Diego, CA, 
É-U). Le contrôle négatif d'immunoglobuline (IgG) de chèvre (SC-2028) provient de Santa 
Cruz Biotechnology. Pour les immunomarquages par cytochimie, la trousse de marquage 
LSAB2 (K0940) et les contrôles négatifs d'IgG de souris (X0931) et de lapin (X0936) 
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proviennent de Dako (Glostrup, DEN). Les anti-IgG slapins et IgG-souris HRP (#7074 et 
NA934) proviennent de Cell Signaling Technologies et Amersham Biosciences. Les 
substrats fluorogéniques dirigés des caspase-3 (Ac-DEVD-AMC, #235425), -8 (Z-IETD-
AFC, #368059) et -9 (Ac-LEHD-AFC, #218765) proviennent de Calbiochem (Mississauga, 
ONT, CAN). Pour les réactions polymérase en chaîne (PCR), les amorces ont été 
synthétisées chez Integrated DNA Technology (Toronto, ONT, CAN). Les réactifs, les 
enzymes et les inhibiteurs de RNase pour la Transcriptase inverse (RT) proviennent 
respectivement de Qiagen (Mississauga, ONT, CAN), Roche (Montréal, QC, CAN) et 
Promega (Madison, WI, É-U). Les marqueurs de poids moléculaires pour les 
immunobuvardages et les RT-PCR proviennent respectivement de Amersham Bioscience 
(Baie d'Urfe, QC, CAN) et New England Biolabs (Pickering, ONT, CAN). Les réactifs 
chimiques proviennent de Sigma-Aldrich (Oakville, ONT, CAN). L'eau utilisée est une eau 
bi distillée par une pompe de Millipore (Billerica, MA, É-U). 
3.2. Cultures cellulaires 
Les ostéoclastes sont obtenus à partir de la différenciation de précurseurs ostéoclastiques 
provenant de sang de cordons ombilicaux. Après le consentement des femmes enceintes 
(Protocole d'éthique #07-080), un volume d'approximativement 25 ml de sang est prélevé à 
partir du cordon ombilical après l'accouchement. Le sang mélangé à du DMEM (50% v/v) 
est ensuite versé sur du Ficoll (Roche) pour séparer les précurseurs monocytaires et 
myéloïdes des globules rouges et du plasma. La séparation s'effectue par centrifugation à 
une vitesse de 2,000 RPM pendant 20 minutes. Les précurseurs monocytaires et myéloïdes 
sont récoltés à l'interface Ficoll-plasma. Après lavage par centrifugation dans du DMEM, 
le culot cellulaire est suspendu dans 3 ml d'OPTI-MEM. La concentration des cellules est 
évaluée par un hémacytomètre. À partir de cette solution-mère, une suspension de 2,5 x 106 
cellules.ml"1 est préparée dans l'OPTI-MEM. 
La prolifération des précurseurs monocytaires et des cellules CFU-GM s'effectue dans le 
Méthocult® (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, CAN), un milieu semi-liquide de 
méthylcellulose contenant du GM-CSF et de 1TL-3 (H4534). Les cellules sont ensemencées 
dans des pétris 35 mm à une densité de 2,5 x 105 cellules dans 1,1 ml de Méthocult® 
pendant 12 jours. À la fin de cette première période d'incubation, le Méthocult® et les 
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cellules sont récupérés des pétris par des lavages au DPBS. Après lavages successifs dans 
le DPBS et le DMEM, le culot cellulaire est récupéré par centrifugation et suspendu dans 
de l'OPTI-MEM à une concentration de 3,5 x 105 cellules.ml"1. La suspension cellulaire est 
enrichie par 2% (v/v) de FBS, d'antibiotiques (pénicilline, streptomycine et amphotérécine 
B), de 100 ng.ml"1 RANKL et de 25 ng.ml"1 M-CSF. Les cellules sont ensemencées dans 
des chambres de cultures en verre, Lab-Tek®, à un volume de 0,4 ml par puits; elles sont 
également ensemencées dans des plaques 12 puits en polystyrène à un volume de 1,5 ml par 
puits. Le milieu est changé 2 fois par semaine avec de l'OPTI-MEM contenant le FBS, le 
RANKL et le M-CSF. Après 12 jours de culture, des ostéoclastes matures pleinement 
différenciés sont obtenus. Ceux-ci expriment les marqueurs phénotypiques, tels que RANK, 
CTR et ont la capacité de résorber l'os {Roux et al. 2005). 
3.3. L'immunomarquage 
L'immunomarquage (immunodétection) est une technique de biologie in situ permettant de 
détecter la présence d'un antigène dans une population de cellules. Le principe repose sur 
l'affinité d'un anticorps pour un antigène. Dans cette technique, la détection d'un antigène 
est réalisée par la liaison d'un signal chimique ou fluorescent à l'anticorps. Dans le cas d'un 
couplage chimique à l'anticorps, la technique utilisée est l'immunocytochimie. Dans le cas 
d'un couplage fluorescent, la technique utilisée est l'immunofluorescence. Afin de 
démontrer la spécificité du signal, des anticorps isotypiques n'ayant aucune affinité (IgG) 
pour l'antigène ciblé sont utilisés {Danbolt et al. 2005). 
3.3.1. L'immunocytochimie 
Suite à l'extraction des cellules CFU-GM du Méthocult®, les cellules sont mises en 
cultures dans les Lab-Teks®. Au jour 12, lorsque les ostéoclastes atteignent la maturation, 
le milieu de culture est éliminé et les cellules sont brièvement rincées au PBS IX. Les 
lames sont ensuite fixées à partir d'une solution 3,7% (v/v) formaldéhyde dans du PBS IX 
pendant 10 minutes à température pièce. Lorsque la protéine d'intérêt est intracellulaire, les 
membranes sont perméabilisées par une solution de Triton-X-100 1% (v/v) dans du PBS 
IX pendant 10 minutes à température pièce. Ensuite, plusieurs lavages successifs au PBS 
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IX sont réalisés et l'activité de la peroxydase endogène est bloquée par une incubation de 
10 minutes avec une solution de peroxyde (3% (v/v) H2O2 dans du PBS 1 X). Après des 
lavages au PBS IX, les lames sont incubées dans une solution de blocage 5% (w/v) BSA 
(Bovine Sérum Albumin) ou lait en poudre. Cette solution bloque toute adsorption non 
spécifique des anticorps sur les lames. Les solutions d'anticorps primaire sont ensuite 
appliquées sur les cultures. Les anticorps sont dilués dans une solution commerciale (Dako, 
DEN). Les lames sont incubées pendant la nuit dans une chambre humide à 4°C. Le 
lendemain, les lames sont lavées avec du PBS IX et une solution d'anticorps secondaires 
biotinylés est appliquée. L'incubation se fait à la température de la pièce entre 30 minutes 
et deux heures dépendemment de l'antigène étudié (Tableau 3.1). Après trois lavages 
successifs au PBS IX, les lames sont incubées dans une solution de streptavidine-HRP 
(Peroxidase labelled streptavidin) pendant 30 minutes. Après lavages, la révélation et la 
formation du précipité rouge est réalisée par l'application d'une solution de chromogène 
AEC (3-amino, 9-ethyl carbazole) (Dako) pendant une période 2 à 10 minutes. Les noyaux 
sont marqués avec une solution d'hématoxyline (Dako, Glostrup, DEN). Les lames sont 
montées dans une solution à volume égal de glycérol et de PBS IX. 
Les lames peuvent ensuite être observées au microscope Micromaster (Fisher Scientifîc, 
Ottawa, ONT, CAN). Les CMNs possédant trois noyaux ou plus et exprimant l'antigène 
d'intérêt sont comptées. À partir de cela, il est possible d'évaluer le pourcentage de CMNs 
exprimant positivement une protéine. Les différentes dilutions utilisées pour les différents 
anticorps sont indiquées dans les tableaux 3.1. 
Tableau 3.1. Dilutions des anticorps utilisés pour l'immunocytochimie 
Anticorps 
RANK 
CTR 
Caspase-8 clivée 
Caspase-9 clivée 
BMPR-IA 
BMPR-IB 
BMPR-II 
ALK-1 
Solution de blocage 
BSA 
BSA 
Lait 
Lait 
Lait 
Lait 
Lait 
Lait 
Dilution de 
l'anticorps 
1 :250 
1 :250 
1 : 100 
1 : 100 
1 :50 
1 :50 
1 :50 
1 : 100 
Temps d'incubation 
dans la solution 
d'anticorps secondaire 
30 minutes 
40 minutes 
2 heures 
2 heures 
2 heures 
2 heures 
2 heures 
2 heures 
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3.3.2. L'immunofluorescence 
En immunofluorescence, la fixation et permeabilisation des cellules sont effectuées comme 
décrites précédemment (Section 3.3.1). Après des lavages au PBS IX, le blocage s'effectue 
dans une solution 5% (w/v) BSA. L'anticorps primaire contre les formes phosphorylées des 
Smad 1/5/8 est dilué à un facteur 1 : 50 dans la solution de blocage et appliqué sur les 
lames. Celles-ci sont ensuite incubées pendant la nuit dans une chambre humide à 4°C. Le 
lendemain, les lames sont lavées avec du PBS IX et la solution d'anticorps secondaires 
(marqué par un fluorochrome) diluée à un facteur 1 : 200 est appliquée pendant 2 heures à 
température pièce. Après lavages, les noyaux sont marqués avec une solution Hoechst 
33258. Les lames sont montées dans une solution à volume égal de glycérol et de PBS IX. 
Les lames peuvent ensuite être observées au microscope Nokia. 
3.4. Analyse de l'apoptose 
L'apoptose des ostéoclastes est étudiée par une technique dérivée du TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP nick end labeling). Cette technique permet de 
détecter la fragmentation nucléosomale d'ADN présente dans les cellules apoptotiques. Par 
réaction enzymatique, les fragments d'ADN sont liés à des nucléotides biotinylés qui 
peuvent être détectés par cytochimie. En utilisant un contremarquage, il est possible 
d'identifier les noyaux présentant une fragmentation d'ADN et donc identifier les cellules 
apoptotiques. Pour cette étude, le test commercial TACS TdT Blue Label offert par R&D 
Systems a été utilisé. 
À la fin des expériences, le milieu de culture est aspiré, les cellules sont brièvement lavées 
avec du PBS IX. Les cellules sont ensuite fixées dans une solution glaciale d'acide 
acétique et d'éthanol (67% (v/v) acide acétique, 33% (v/v) éthanol) pendant 10 minutes à 
une température de -20°C. Ensuite, les lames sont lavées à 7 reprises pendant 10 minutes 
avec du HBS IX (Hank's buffered saline). La lame est ensuite démontée; l'activité de la 
peroxydase endogène est bloquée avec une solution de peroxyde (3% H2O2 (v/v) dans du 
méthanol) pendant 5 minutes. Après 2 lavages successifs au PBS IX, les lames sont 
incubées dans une solution tampon TdT Label IX pendant 10 minutes. Elles sont ensuite 
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incubées en chambre humide à 37°C avec la solution de réaction enzymatique TdT 
(Tableau 3.2) pendant deux heures. La réaction est arrêtée avec une solution tampon TdT 
Stop IX. Les lames sont lavées avec de l'eau nanopure pour ensuite être incubées avec une 
solution de streptavidine-HRP pendant 40 minutes. 
Tableau 3.2. Réactifs pour la solution de réaction enzymatique TdT (1 lame) 
Réactif 
dNTP 
Cations manganèse 50X 
Enzyme TdT 
TdT Label IX 
Quantité 
Dilution 1:50 à partir de la 
solution mère (3,6 ul) 
Diluée à IX à partir d'une 
solution 50X (3,6 ul) 
55 unités (3,6 \û) 
180 ni 
Après lavage dans l'eau «DNase free» les lames sont révélées avec le réactif TACS Blue 
Label pendant cinq minutes. La présence de nucleotides témoignant de la fragmentation 
d'ADN induit la génération d'un précipité bleu dans les noyaux. Suite à un contremarquage 
au Nuclear Fast, un colorant marquant tous les noyaux en rouge, les lames sont 
déshydratées dans une série de solutions d'éthanol à concentration croissante (95% et 
100%) pour ensuite être trempées dans de l'ortho-xylène. Les lames sont montées dans un 
milieu hydrophobe (Permount) et sont observées au microscope. Les CMNs possédant trois 
noyaux et plus et présentant dans leurs noyaux la génération du précipité bleu sont 
identifiées comme apoptotiques. Basé sur ce critère, le pourcentage de CMNs apoptotiques 
a pu être évalué. 
3.5. Résorption osseuse 
Des lamelles osseuses provenant d'animaux bovins ont été utilisées pour les analyses de 
résorption. Brièvement, l'os cortical provenant du fémur bovin est dévitalisé et découpé en 
lamelle de 150 um. Afin d'enlever tout débris restant sur l'os, les lamelles sont soniquées 
pendant 20 minutes. Les lamelles sont ensuite stérilisées par une solution 70% (v/v) éthanol 
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dans de l'eau. Après lavage au PBS IX, les lamelles sont insérées dans les chambres de 
culture Lab-Tek®. 
Après l'extraction du Méthocult®, la suspension de cellules CFU-GM à une concentration 
de 3,5 x 105 cellules.ml"1 est ensemencée dans les puits de culture contenant des lamelles 
osseuses. Le milieu est changé deux fois par semaine. À la fin des cultures, les lamelles 
osseuses sont brièvement lavées avec de l'eau. Les cellules sont décollées et lysées par une 
solution d'hydroxyde de sodium 5 mol.l"1. Après des lavages à l'eau, une solution de bleu 
de toluidine (1% w/v bleu de toluidine dans une solution aqueuse de borate de sodium 1% 
(w/y)) est appliquée sur les lamelles osseuses. Ce colorant se lie aux acides nucléiques et 
colorent les puits de résorption en mauve. Des images des surfaces des lamelles sont 
acquises avec un microscope Leica DM4000 (Richmond Hill, ONT, CAN) afin de pouvoir 
quantifier les aires de résorption. Pour cette analyse, le logiciel Simple PCI (Hamamatsu 
Corporation, Sewickley, PA, É-U) a été utilisé. 
3.6. Extraction de protéines et immunobuvardage 
À la fin des cultures, les cellules sont stimulées selon le protocole expérimental. Les 
cellules sont ensuite rapidement lavées avec du PBS IX. Les cellules sont lysées dans un 
tampon de lyse sur de la glace pendant 10 minutes. Le lysat cellulaire est récupéré avec un 
grattoir et mis dans un tube Eppendorf. Après centrifugation, les surnageant sont récupérés 
et dosés par dosage Bradford. Les échantillons sont conservés à une température de -20CC 
jusqu'à utilisation. Les concentrations des différents composés constituant le tampon de 
lyse sont indiquées au tableau 3.3. 
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Tableau 3.3. Concentrations des composés pour le tampon de lyse 
Espèce chimique 
Tris-HCl 
NaCl 
Igepal 
Dodécyl-sulfate 
de sodium 
Concentration 
50 mM 
150 mM 
1% v/v 
1% v/v 
Espèce chimique 
Deoxycholate 
de sodium 
Tétrasodium 
Pyrophosphate 
Acide éthylène 
diamine tétraacétique 
Inhibiteur 
de protéasome 
Concentration 
0,5% v/v 
lOmM 
50 mM 
Dilué à IX à 
partir d'une 
solution 10X 
La migration et séparation des échantillons s'effectuent par SDS-PAGE. Par échantillon, 50 
ug de protéines sont mélangés avec de l'eau et le tampon SDS pour un volume total de 50 
ul. Les échantillons sont ensuite portés à ébullition pendant 5 minutes. Les échantillons 
sont ensuite déposés sur le gel et séparés par SDS-PAGE à 130V pendant une heure. Les 
gels sont récupérés et le transfert des protéines s'effectue sur membrane PVDF 
(Polyfluorure de vinylidène) à une intensité constante de 45A (par gel) pendant une heure. 
Une fois le transfert effectué, les membranes sont incubées pendant une heure dans une 
solution de blocage 5% (w/v) BSA ou lait en poudre dans du TBS-Tween IX (Tris buffered 
saline avec Tween 0.1%). Les membranes sont ensuite incubées pendant la nuit à 4°C en 
présence de l'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage. Le lendemain, les 
membranes sont récupérées et lavées à trois reprises au TBS-Tween IX pendant 15 
minutes. Les membranes sont ensuite incubées à température ambiante pour une période de 
2 heures en présence de l'anticorps secondaire correspondant à l'isotype de l'anticorps 
primaire. Après trois lavages de 15 minutes au TBS-Tween IX, les anticorps sont révélés 
avec un système de chimioluminescence ECL (Perkin Elmer, Montréal, QC, CAN). La 
détection est effectuée par l'appareil VersaDoc (Biorad). L'intensité des bandes obtenues 
est mesurée par le logiciel Quantity One (Biorad). Les différentes dilutions qui ont été 
utilisées pour les anticorps, ainsi que les solutions de blocage utilisées, sont indiquées au 
tableau 3.4. 
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Tableau 3.4. Dilutions des anticorps utilisés pour immunobuvardage 
Anticorps 
Smad 1/5/8 phosphorylée 
Smad 1/5/8 
Smad 2 phosphorylée 
Smad 2 
Caspase-8 
Caspase-9 
Solution 
de blocage 
BSA 
BSA 
BSA 
BSA 
Lait 
Lait 
Dilution de 
l'anticorps 
primaire 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1000 
1000 
1000 
1000 
500 
500 
Dilution de l'anticorps 
secondaire 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
10000 
10000 
10000 
10000 
7500 
7500 
Les membranes obtenues peuvent être réutilisées plusieurs fois. Les membranes sont alors 
incubées dans le tampon de décapage (voir Annexe) pendant 30 minutes à une température 
de 55°C. Les membranes sont ensuite récupérées et lavées six fois pendant 5 min au TBS-
Tween IX. Une fois lavées, les membranes peuvent être bloquées dans la solution de 
blocage pour ensuite être incubées avec un anticorps différent. Pour ces expériences, 
chaque membrane a pu être incubée successivement avec trois anticorps différents. 
3.7. Extraction de l'ARN messager et RT-PCR 
À la fin des cultures, l'ARN messager des cellules est extrait en utilisant la trousse RNeasy 
de chez Qiagen. Pour ces extractions, le protocole provenant du manufacturier a été utilisé. 
L'ARN obtenu est ensuite dosé par spectrometrie à une longueur d'onde de 240 nm. Pour 
l'étape de transcriptase inverse, 1 [xg d'ARN est introduit dans le mélange de réaction pour 
donner volume final de 20 ul. La transcriptase inverse est réalisée à 42°C pendant 1 heure. 
Les tableaux 3.5 et 3.6 indiquent les différents réactifs utilisés pour les réactions de 
transcriptase inverse et d'amplication. 
Tableau 3.5. Réactifs utilisés pour la synthèse de cDNA dans un volume de 20 ul 
Réactif 
ARN 
Oligo dT 
dNTP 
Concentration 
1 Hg 
50pmol(l ul) 
20 umol (2 ul) 
Réactif 
AMV-RT 
Tampon AMV 5X 
Inhibiteur RNase 
Concentration 
25 unités (1 \û) 
4 u l 
40 unités (1 ul) 
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Tableau 3.6. Réactifs utilisés pour la réaction PCR 
Réactif 
cDNA 
dNTP 
Solution Q 
Amorce Forward 
Concentration 
5 ni 
10 umol (1 ul) 
10 ul 
10 umol(l ul) 
Réactif 
Taq Polymérase 
Tampon Taq 10X 
H20 Qualité PCR 
Amorce Reverse 
Concentration 
1 unité (0,25 pil) 
5|il 
26,75 ul 
10 umol (1 ul) 
Une fois la synthèse de cDNA complétée, 5 ul de cDNA sont prélevés et mélangés avec le 
mélange de réaction PCR et les amorces. Les tableaux indiquent les concentrations des 
différents réactifs utilisés pour la Transcriptase inverse et le PCR. Le tableau 3.7 présente 
les séquences de nucleotides des différentes amorces utilisées. 
Tableau 3.7. Séquences de nucleotides des amorces 
Amorces 
ALK-1 Forward 
ALK-1 Reverse 
BMPR-IA Forward 
BMPR-IA Reverse 
BMPR-IB Forward 
BMPR-IB Reverse 
BMPR-II Forward 
BMPR-II Reverse 
Actine Forward 
Actine Reverse 
Séquence 
5'- ATT ACC TGG ACA TCG GCA AC -3' 
5'- TTG GGC ACC ACA TCA TAG AA -3' 
5'- ACA TCA GAT TAT TGG GAG CC -3' 
5'- TGT AAC AAA AGC AGC TGG AG -3' 
5'- ACT CCC ATT CCT CAT CAA AG -3' 
5'- GGT GAA GAA CAC TTT CAC AG -3' 
5'- ACC GTT TCT GCT GTT GTA GCA C -3' 
5'- CTG CAG TGA CTC TCT CAT CTC C -3' 
5'- ACT GGC ATC GTG ATG GAC TC -3' 
5'- TCA GGC AGC TCG TAG CTC TT -3' 
— B B B a H B a B S B B M 
Paires de bases 
220 
510 
456 
471 
324 
L'amplification est faite dans un cycleur thermique RealPlex 2 Mas ter Cycler (Eppendorf). 
Après une période de 2 minutes à 94°C pour la dénaturation initiale, les cycles suivaient les 
séquences thermiques suivantes : 1 minute à 94°C; 1 minute à 55°C; 1 minute à 72°C. 
L'élongation finale à 72°C est effectuée pour une période de 10 minutes. Pour la migration 
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des échantillons obtenus, 10 ul ont été transférés dans un gel de 1% d'agarose contenant 
0,01% (v/v) de bromure d'éthidium. La migration se fait dans un bain TAE IX pendant 1 
heure à un voltage constant de 90V. Les gels sont visualisés par exposition UV et 
photographiés par un appareil Kodak. Le traitement des images est réalisé par le logiciel 
KodaklD. 
3.8. Activités enzymatiques des caspases 
L'activité enzymatique des caspases est évaluée par essais fluorogéniques. Lors de ce test, 
les caspases, une fois clivées, peuvent cliver à leur tour un substrat spécifique contenant un 
site (molécule) fluorescent. Suite au clivage du substrat, celui-ci expose son site fluorescent 
qui peut être excité à une longueur d'onde spécifique et émet un signal fluorescent. Pour 
ces essais, les cultures sont stimulées selon le protocole expérimental. Les cellules obtenues 
sont lysées et les protéines sont recueillies et dosées selon la section 3.7. Dans ces essais, 
les échantillons contenant 30 à 50 \ig de protéines sont incubés en présence de substrat dans 
un tampon de réaction pendant 2 heures à 37°C dans le noir. Les échantillons sont ensuite 
placés dans une cuvette. L'excitation et la lecture de l'émission de fluorescence est obtenue 
à partir d'un spectrofluoromètre F-4000 (Hitachi, Mississauga, ONT, CAN). Le logiciel 
utilisé est FL Solution (Hitachi). Le tableau 3.9 indique la composition des tampons de 
réaction, les concentrations des différents substrats, les quantités de protéines utilisées ainsi 
que les longueurs d'ondes d'excitation et d'émission des substrats fluorescents. 
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Tableau 3.9. Réactifs et paramètres pour les essais d'activités enzymatiques 
Caspases 
Caspase-3 clivée 
Caspase-8 clivée 
Caspase-9 clivée 
Caspases 
Caspase-3 clivée 
Caspase-8 clivée 
Caspase-9 clivée 
Composition du tampon 
100 mM HEPES pH 7.5 
20% Glycérol 
5mMDTT 
20 mM HEPES pH 7.5 
lOOmMNaCl 
lOmMDTT 
lmMEDTApH8.0 
0.1%NP-40 
100 mM HEPES pH 7.5 
20% Glycérol 
5mMDTT 
Concentration 
du substrat 
10 mM 
10 mM 
30 mM 
Longueur d'onde d'excitation 
380 nm 
400 nm 
400 nm 
Quantité de 
protéines 
30 [ig 
30 ^g 
50 ng 
Longueur d'onde d'émission 
435 nm 
460 nm 
460 nm 
3.9. Analyses Statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism 5.0. Pour toutes les 
expériences, une analyse de variance {ANOVA) a été effectuée. Le test de comparaisons 
multiples de Tukey a été utilisé afin de déterminer la significativité des résultats. Les 
résultats étaient significatifs si p < 0,05. Les résultats sont présentés en fonction de leur 
moyenne ± l'écart type de la moyenne (ETM). 
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Chapitre 4. Résultats 
L'objectif de notre étude est d'analyser les effets de la BMP-9 sur la différenciation, la 
survie et les fonctions de l'ostéoclaste humain. Pour cette étude nous avons utilisé un 
modèle de différenciation à partir de précurseurs ostéoclastiques provenant de sang de 
cordon ombilical, permettant l'obtention de cellules multinucléées (CMNs) ayant les 
caractéristiques phénotypiques des ostéoclastes. Dans un premier temps, nous avons évalué 
l'expression des gènes codant pour les récepteurs classiques des BMPs et détecté leur 
présence à la surface de ces cellules. Nous avons également étudié la signalisation 
intracellulaire induite par la BMP-9. 
4.1. Expression des récepteurs BMPR-IA, -IB, -II et ALK-1 dans 
les ostéoclastes humains 
Afin de savoir si la BMP-9 pouvait agir directement sur l'ostéoclaste mature, l'expression 
des récepteurs des BMPs a été évaluée. Dans des cellules endothéliales humaines (HPAECs 
et HUVECs), il a été montré que la BMP-9 activait la voie des Smad via les récepteurs 
ALK-1 et BMPR-II {Upton et al. 2009; David et al. 2007). L'expression des récepteurs 
BMPR-II, et BMPR-IA a été vérifiée au niveau ARN dans les ostéoclastes matures de lapin 
et de souris (Giannoudis et al. 2007). Toutefois, l'expression de ces récepteurs à la surface 
des ostéoclastes humains est à ce jour inconnue. Comme la BMP-9 peut agir en se liant aux 
récepteurs BMPR-II et ALK-1 (Brown et al. 2005), et à BMPR-IB (Ye et al. 2008), et que 
les ostéoclastes expriment BMPR-IA dans d'autres espèces, le profil d'expression génique 
de ces récepteurs a été déterminé dans des cultures d'ostéoclastes ayant atteint une 
différenciation terminale. Les précurseurs ostéoclastiques ont été cultivés comme décrit à la 
section 3.2. Au jour 12 après l'extraction du Méthocult®, soit à la fin de la différenciation 
ostéoclastique, les ARN messagers ont été extraits. L'expression des transcripts codant 
pour les récepteurs BMPR-IA, -IB, BMPR-II et ALK-1 a été évaluée par RT-PCR (Figure 
4.1). Cette analyse nous permet donc de confirmer l'expression d'ARNm codant pour les 
récepteurs BMPs dans les ostéoclastes humains en culture in vitro. 
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Figure 4.1. Expression des ARNm des récepteurs des BMPs. À la fin des cultures 
d'ostéoclastes, les ARN sont extraits, et l'expression des récepteurs évaluée par RT-PCR. 
L'expression génique des récepteurs BMPR-IA, -IB, -II, de ALK-1 et de l'actine se traduit 
par la présence de bandes à 510 (a), 456 (b), 471 (c), 220 (d) et 324 (e) paires de bases, 
respectivement. Un contrôle négatif (f), contenant uniquement les ARNm confirment que 
l'amplification par les amorces est spécifique et n'est pas due à une contamination par de 
l'ADN exogène. Illustration représentative de n=3 expériences. 
Les cultures d'ostéoclastes n'étant pas homogènes, avec la présence de cellules 
mononucleees, et de cellules multinucléées non ostéoclastiques, une évaluation par 
immunocytochimie de ces récepteurs a également été réalisée afin de confirmer 
l'expression de ces récepteurs par les ostéoclastes matures. En utilisant des anticorps 
dirigés contre les récepteurs BMPR-IA, -IB, -II et ALK-1, des marquages spécifiques 
témoignant de l'expression de ces quatre récepteurs sont observés dans les CMNs (Figure 
4.2-a, -b, -c, -d et -e). Un marquage spécifique est également observé dans les cellules 
mononucleees (Figure 4.2-a, -b, -c, -d et -e). Ces résultats suggèrent donc que la majorité 
des CMNs provenant de cultures d'ostéoclastes expriment les récepteurs ALK-1, BMPR-
IA, BMPR-IB et BMPR-II et que donc les BMPs pourraient agir directement sur ces 
cellules par interactions avec leurs récepteurs. 
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Figure 4.2. Expression des récepteurs des BMPs évaluée par immunocytochimie dans les 
CMNs à fin de la période de maturation ostéoclastique. (a) Expression de ALK-1. (b) 
Expression de BMPR-II. (c) Expression de BMPR-IA. (d) Expression de BMPR-IB. (e) 
Contrôle isotypique, (f) Pourcentages de CMNs exprimant les différents récepteurs BMPs. 
Les CMNs ayant un marquage spécifique pour les différents récepteurs sont indiquées par 
des flèches bleues. Les cellules mononucleees marquant positivement pour les différents 
récepteurs sont indiquées par des flèches noires (n=3 expériences). 
4.2. Activation des Smad après stimulation des ostéoclastes par 
BMP-9 
Les BMPs, dont la BMP-9, agissent par l'activation des voies de signalisation impliquant 
les Smad par l'intermédiaire de leurs récepteurs Ser/Thr kinases {Chen et al. 2004; Senta et 
al. 2009). La capacité de la BMP-9 à induire une phosphorylation des protéines Smad dans 
les ostéoclastes a ainsi été évaluée par immunobuvardage. À la fin des cultures, lorsque les 
ostéoclastes ont atteint leur maturation terminale, les cellules ont été stimulées par BMP-9 
dans un milieu dépourvu de FBS et des facteurs RANKL et M-CSF pendant deux heures. 
La BMP-9 est ajoutée aux cultures à différentes concentrations (50, 150 et 300 ng.ml"1) 
pendant 30, 60 et 120 minutes. Les cellules sont ensuite lavées au PBS et les protéines sont 
extraites (§ 3.6). En suivant le protocole d'immunobuvardage (§ 3.6), l'expression des 
protéines Smad 1, 5 et 8 (Smad 1/5/8) et de la Smad 2 phosphorylées et celle des protéines 
correspondantes non phosphorylées a été déterminée en utilisant des anticorps spécifiques 
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dirigés contre les formes non-phosphorylées et phosphorylées des protéines Smad 1/5/8 
(phosphorylation sur la serine 463/465 pour Smad 1 et 5 et sur la serine 426/428 pour Smad 
8) et 2 (phosphorylation sur la serine 463/465). Aucune phosphorylation des Smad 1/5/8 
n'est détectée dans les conditions basales, non traitées. En revanche, une stimulation par 
BMP-9 permet une forte détection de la phosphorylation des Smad 1/5/8. L'expression des 
Smad 1/5/8 non phosphorylées confirme que la phosphorylation n'était pas due à une 
augmentation de l'expression protéique de ces dernières (Figure 4.3-a). La phosphorylation 
de la Smad 2 induite par la BMP-9 a également été étudiée. Aucune phosphorylation de 
Smad 2 n'est détectée en absence de BMP-9. En présence de BMP-9 à 150 ng.ml"1, une 
discrète phosphorylation des Smad 2 et 3 est détectée, bien inférieure à celle du contrôle 
positif correspondant à une stimulation par TGF-P à 10 ng.ml"1 pendant 2 heures. Les 
bandes correspondantes aux Smad 2 non phosphorylées sont équivalentes dans toutes les 
conditions expérimentales, ce qui démontre des niveaux d'expression protéique similaires 
(Figure 4.3, partie b). 
BMr*«Ô150ng,mt4 NT 30 min 60 min 120 min 
^m mÈ M i Ni» ^ 60 kDa Smad 1/5/8 
m ^m ™ ^ » phosphorylée 
A ^ ^m <^ 60 IcDa Smad 1/5/S totale 
BMP-9150ngjnl-1 NT 30mln60mlnTGF-p 
4 
phosphorylée 
^ ^ j ^ » MÉÉÊÊk <4É 60 kDa Smad 2 totale 
g ^ ^ 60 kDa Smad 2 
T&m nfti 
Figure 4.3. Étude de la phosphorylation des Smad. Les formes phosphorylées et non 
phosphorylées des protéines (a) Smad 1/5/8 et (b) Smad 2 induite par la BMP-9 a été 
évaluée par immunobuvardage. La détection des formes phosphorylées et non-
phosphorylées des Smad 1/5/8 se traduit respectivement par la présence de bandes à 60 
kDa. De façon similaire, des bandes à 60 kDa sont détectées pour les anticorps Smad 2 
phosphorylées et Smad 2. Illustration représentative de n=3 expériences. 
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Après activation, les Smad phosphorylées doivent être transportées vers le noyau pour y 
exercer leurs effets sur la modulation de l'expression de gènes cibles (Chen et al. 2004). 
Afin de compléter notre étude sur l'activation de la voie de signalisation des Smad, la 
localisation des Smad 1/5/8 phosphorylées après stimulation par la BMP-9 a été étudiée en 
immunofluorescence. Dans les expériences d'immunofluorescence, les noyaux sont 
marqués avec la solution Hoechst 33258 en bleu (Figure 4.4-a,-d), et les formes 
phosphorylées des protéines Smad 1/5/8 sont marquées en vert (anticorps secondaire couplé 
à un fluorochrome Alexa Fluor 488 anti-lapin, figure 4.4-b-e). Dans les conditions non 
traitées, un faible marquage nucléaire des formes phosphorylées des Smad est observé dans 
les CMNs. Cependant, suite à une stimulation par la BMP-9 à 150 ng.ml"1 pendant 30 
minutes, ce marquage est fortement augmenté. Le marquage est majoritairement localisé à 
proximité et au niveau des noyaux cellulaires, suggérant que la phosphorylation des Smad 
1/5/8 induite par la BMP-9 est suivie de leur translocation au noyau (Figure 4.4). L'analyse 
de l'expression des Smad phosphorylées après stimulation par la BMP-9 indique que les 
ostéoclastes humains répondent à la BMP-9 et la localisation nucléaire des Smad 
phosphorylées suggère une activation fonctionnelle. 
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Figure 4.4. Localisation cellulaire des Smad 1/5/8 phosphorylées dans les CMNs cultivées 
en l'absence (NT) et en présence de BMP-9 à 150 ng.ml"1 pendant 1 heure. À la fin des 
cultures, un immunomarquage par immunofluorescence a été réalisé sur les ostéoclastes 
matures, en utilisant des anticorps primaires dirigés contre la forme phosphorylée des Smad 
1/5/8, et un anticoprs secondaire marqué par un fluorochrome (vert). Une contre-coloration 
par Hoechst a également été réalisée afin de visualiser les noyaux. Les CMNs exprimant la 
forme phosphorylée des Smad 1/5/8 sont indiquées par des flèches bleues. Illustration 
représentative de n=3 expériences. 
4.3. Effet de la BMP-9 sur l'ostéoclastogénèse 
Des études antérieures réalisées chez des rongeurs ont montré que les BMP-2 et -7 étaient 
capables de stimuler la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes 
matures (Kaneko et al. 2000; Hentunen et al. 1995). Des études réalisées dans des modèles 
humains de différenciation ostéoclastique ne retrouvaient pas d'effet de la BMP-2 sur la 
différenciation ostéoclastique ou un effet inhibiteur (Wildemann et al. 2005; Wan et al. 
2006). Notre étude a donc évalué l'effet de la BMP-9 sur la formation des ostéoclastes dans 
notre modèle de différenciation ostéoclastique à partir de monocytes foetaux. Dans ce 
modèle, les précurseurs ostéoclastiques sont initialement maintenus en culture dans du 
Méthocult® (§ 3.2) afin d'enrichir la population cellulaire en CFU-GM, puis sont extraits 
de ce milieu et mis en culture dans l'OPTI-MEM en présence de FBS 2% (v/v), RANKL à 
100 ng.ml"1 et M-CSF à 25 ng.ml"1. Au jour 3, la BMP-9 est ajoutée dans ces milieux de 
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cultures à des concentrations de 50, 150 et 300 ng.ml"1. Les milieux sont ensuite renouvelés 
deux fois par semaine. Au jour 12, les cellules sont fixées et le phenotype des cellules 
multinucléées est évalué par immunocytochimie (§ 3.3.1) en étudiant l'expression de 
RANK et de CTR, marqueurs phénotypiques caractéristiques des ostéoclastes. Les CMNs 
possédant trois noyaux et plus et exprimant RANK ou CTR ont été identifiées comme étant 
des ostéoclastes. Le nombre de CMNs par unité de surface a également été déterminé, ce 
paramètre permettant de quantifier la formation de CMNs. 
Par immunocytochimie, l'expression des antigènes d'intérêt (RANK et CTR) est évaluée en 
incubant les cellules avec un anticorps spécifique anti-RANK ou anti-CTR, et comparée 
aux contrôles où l'anticorps primaire est remplacé par une quantité équivalente d'IgG 
polyclonales de l'espèce dans laquelle l'anticorps a été produit (lapin ou chèvre). Les 
résultats sont donnés en pourcentages de cellules marquées dans les cultures non traitées ou 
traitées par la BMP-9 (Figure 4.5). Dans les conditions non traitées, 50 à 60% des CMNs 
exprimaient RANK ou CTR. En présence de BMP-9 à 50, 150 et 300 ng.ml"1 le 
pourcentage de CMNs exprimant RANK ou CTR n'est pas modifié de façon significative 
(figure 4.5- d, e). De plus, la BMP-9 n'a pas non plus d'effet significatif sur la formation 
des CMNs (figure 4.5-f). L'ensemble de ces résultats suggèrent que la BMP-9 n'affecte pas 
de façon significative la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes 
matures. 
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Figure 4.5. Expression de RANK et CTR évaluée par immunocytochimie dans les CMNs 
(a) Expression de RANK. (b) Expression du CTR. (c) Contrôle isotypique, (d) Évaluation 
du pourcentage de CMNs exprimant RANK. (e) Évaluation du pourcentage de CMNs 
exprimant CTR. (f) Nombre de CMNs.mm"2. Les CMNs exprimant RANK ou CTR sont 
indiquées par des flèches noires. Les CMNs qui n'expriment pas RANK ou CTR sont 
indiquées par les flèches bleues. 
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4.4. Effet de la BMP-9 sur la survie de l'ostéoclaste 
Les résultats de la section précédente indiquent que la BMP-9 n'affecte pas la 
différenciation ostéoclastique dans notre modèle humain in vitro. Cependant, la 
phosphorylation et l'activation des Smad dans les ostéoclastes cultivés en présence de 
BMP-9 suggèrent que les ostéoclastes matures répondent à la BMP-9 et que cette dernière 
pourrait influencer la cellule ostéoclastique. Plusieurs facteurs de croissance, dont les 
membres de la famille TGF-P, peuvent moduler la survie des cellules et influencer leur 
entrée en apoptose. La BMP-9 peut induire l'apoptose de certains types cellulaires comme 
les cellules de cancer de la prostate de la lignée PC-3 {Ye et al 2008). Dans ce volet, 
l'influence de la BMP-9 sur la survie de l'ostéoclaste mature et son apoptose a été étudiée. 
Les précurseurs ostéoclastiques ont été cultivés comme précédemment décrit (§3.2). Vers la 
fin des cultures (jour 11), les ostéoclastes ont été placés pendant 24 heures dans un milieu 
dépourvu des facteurs de survie RANKL et M-CSF, et à teneur réduite en FBS (1%), 
conditions favorisant l'apoptose de ces cellules en présence de facteurs inducteurs. La 
BMP-9 est ensuite ajoutée à ces cultures à des concentrations de 50 et 150 ng.ml"1, pendant 
48 heures. L'apoptose des ostéoclastes est alors évaluée par un marquage TUNEL {TACS 
TdT Blue Label) dans des conditions non-déprivées et dans les conditions de déprivation 
mentionnées ci-dessus. L'addition de Staurosporine à concentration de 1 uM représente le 
contrôle positif pour l'induction de l'apoptose. Les CMNs avec trois noyaux et plus et 
présentant un précipité bleu dans leurs noyaux sont identifiées comme étant apoptotiques 
(Figure 4.6). 
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Figure 4.6. Évaluation de l'apoptose des ostéoclastes par la technique du TUNEL. (a) 
Coloration des noyaux de CMNs apoptotiques en bleu et des CMNs non-apoptotiques en 
rose, (b) Marquage TUNEL des cultures non traitées, (c) Cultures traitées à la 
Staurosporine à 1 uM, (d) Cultures traitées par la BMP-9 à 150 ng.ml"1. Les CMNs 
apoptotiques et non-apoptotiques sont indiquées par des flèches noires et bleues 
respectivement. ' 
Les pourcentages de CMNs apoptotiques en présence ou non de BMP-9 (50 et 150 ng.ml"1) 
sont présentés dans la figure 4.7. L'absence des facteurs de survie induit par elle-même une 
augmentation de 8,3% du pourcentage de CMNs en apoptose (p<0,05). La Staurosporine 
induit l'apoptose de 70% des CMNs, avec une augmentation de 21,4% en comparaison aux 
cultures faites en présence des facteurs de survie, et non traitées par BMP-9 {p<0,001). 
L'addition de la BMP-9 à 50 et 150 ng.ml1, dans les conditions déprivées et non-déprivées, 
diminue de façon significative l'apoptose des CMNs. En présence de RANKL et M-CSF 
(conditions non déprivées), une diminution de 8,6% et de 12% des CMNs apoptotiques est 
observée lorsque les cultures sont stimulées par la BMP-9 à des concentrations de 50 
(p<0,05) et de 150 ng.ml"1 (p<0,01), respectivement. Dans les conditions de déprivation, la 
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BMP-9 induit une diminution du pourcentage de CMNs apoptotiques de 10,4% à la 
concentration de 50 ng.ml"1 (p<0,01), et de 12,4% lorsque la concentration de BMP-9 est 
augmentée à 150 ng.ml"1 {p < 0,001) (Figure 4.7). 
Figure 4.7. Pourcentages de CMNs apoptotiques en présence de BMP-9 en conditions de 
déprivation ou non. Les variations significatives par rapport aux contrôles non traités dans 
les conditions non-déprivées ou déprivées sont indiquées respectivement par (a) et (b). Les 
différences significatives induites par le retrait des facteurs de survie sont indiquées en (c) 
et (d). Les différences significatives indiquées en (a), (b), (c) et (d) présentent une valeur p 
inférieure à au moins 0,05. (n=9) 
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4.5. Analyse de l'effet de la BMP-9 sur les voies effectrices et 
régulatrices de l'apoptose 
L'analyse des taux d'apoptose évaluée par la technique du TUNEL suggère donc un effet 
anti-apoptotique de la BMP-9 sur les ostéoclastes humains. Afin de caractériser les 
mécanismes moléculaires menant à cette protection, nous avons étudié l'activation des 
mécanismes effecteurs de l'apoptose en évaluant l'activation des caspases impliquées dans 
les voies intrinsèque (caspase-9) ou extrinsèque (caspase-8), ou située au carrefour de ces 
voies (caspases-3). 
4.5.1. Analyse de l'expression protéique des formes clivées des caspases 
Le clivage des caspases est un reflet de leur activation qu'il est possible d'analyser par 
l'étude de l'expression protéique relative de la forme native ou clivée. Cette expression 
peut être évaluée à partir de lysats cellulaires de cultures d'ostéoclastes par 
immunobuvardage, en utilisant des anticorps reconnaissant la forme native et la forme 
clivée. À la fin des cultures des monocytes fœtaux (Jl 1 après la sortie du méthocult, §3.2), 
les cultures sont placées ou non dans des conditions déprivées (FBS 1%, sans RANKL ni 
M-CSF) pendant 24 heures. Les cultures sont ensuite stimulées ou non par BMP-9 150 
ng.ml"1 pendant 3, 6 et 24 heures, ou staurosporine (contrôle positif). À la fin des 
expériences, les cellules sont lysées et les protéines sont extraites. Après migration des 
protéines sur gel de polyacrylamide, un immunobuvardage est réalisé (§ 3.7) en utilisant 
des anticorps spécifiques des formes natives (procaspases) et clivées des caspases. La pro-
caspase 8 est détectée à 55 kDa tandis que sa forme clivée apparait à 40 kDa. La pro-
caspase 9 est révélée par une bande à 47 kDa et ses formes clivées sont retrouvées à 35 et 
37 kDa (Figure 4.8). 
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Figure 4.8. Détection des caspases-8 et -9 clivées ou non révélée par immunobuvardage. À 
la fin des cultures, les cellules sont stimulées par BMP-9 en conditions déprivées ou non, 
ou par la staurosporine. Après extraction des protéines, migration sur gel de 
polyacrylamide, et transfert sur membrane, un immunoblot est réalisé en utilisant des 
anticorps spécifiques des formes clivées ou non des caspases -8 et -9. L'illustration 
présentée est représentative de n=5 expériences. 
L'intensité des bandes obtenues pour les procaspases et les caspases clivées a été quantifiée 
avec le logiciel Quantity One et chacune d'entre elles a été normalisée par l'intensité de la 
bande de l'actine correspondante (40 kDa), protéine ubiquitaire utilisée comme référence 
(Figures 4.9 et 4.10). L'analyse de l'expression relative des formes clivées avec ou sans 
stimulation par BMP-9 montre que la stimulation par BMP-9 à 150 ng.ml"1 n'influence pas 
de façon significative le clivage des caspases-8 et -9 (Figure 4.9 et 4.10). 
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Figure 4.9. Quantification relative de la caspase-8 clivée étudiée par immunobuvardage. 
L'analyse densitométrique de la bande à 40 kDa correspondant à la forme clivée de la 
caspase-8 a été normalisée à celle de l'actine, et le ratio de cette expression sur la valeur 
obtenue dans les cultures non traitées (NT) a été déterminé (n=5) 
* «^  # «p 4> <$• # JP 
j f Y 
j Non-Déprivé 
n = 5 
Figure 4.10. Quantification relative de la caspase-9 clivée étudiée par immunobuvardage. 
L'analyse densitométrique de la bande à 37 kDa correspondant à la forme clivée de la 
caspase-9 a été normalisée à celle de l'actine, et le ratio de cette expression sur la valeur 
obtenue dans les cultures non traitées (NT) a été déterminé (n=5) 
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4.5.2. Analyse de l'activité enzymatique des caspases 
Compte tenu des effets protecteurs de la BMP-9 sur l'apoptose des ostéoclastes objectivés 
par la technique du TUNEL, nous avons complété l'analyse de l'activation des caspases par 
une technique plus sensible que les immunobuvardages, à savoir la mesure de l'activité 
enzymatique des caspases par un essai fluorogénique (§3.9). À la fin des cultures des 
monocytes fœtaux (Jll après la sortie du méthocult, §3.2), les-cultures sont placées ou non 
dans des conditions déprivées (FBS 1%, sans RANKL ni M-CSF) pendant 24 heures. Les 
cultures sont ensuite stimulées ou non par BMP-9 50 et 150 ng.ml"1 pendant 48 heures, ou 
staurosporine 1 uM (contrôle positif). À la fin des expériences, les cellules sont lysées et les 
protéines sont extraites. Pour l'essai fluorogénique et tel que décrit (§3.9), les substrats Ac-
DEVD-AMC, Z-IETD-AFC et Ac-LEHD-AFC ont été utilisés pour mesurer les activités 
des caspases-3, -8 et -9, respectivement. Le signal fluorescent mesuré pour chaque 
échantillon, témoignant de l'activité enzymatique des formes actives des caspase-3, -8 et -9, 
a ensuite été normalisé par rapport au signal fluorescent de l'échantillon blanc. Ces valeurs 
ont ensuite été comparées à la valeur normalisée de la fluorescence de l'échantillon non 
traité en condition non-déprivée (Figures 4.11,4.12 et 4.13). 
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Figure 4.11. Analyse de l'activité de la caspase-3 par essai fluorogénique. À la fin des 
cultures, les cellules sont stimulées par BMP-9 en conditions déprivées ou non, ou par 
staurosporine. Après extraction des protéines, le substrat Ac-DEVD-AMC est ajouté, et le 
signal fluorescent reflétant l'activité enzymatique de la caspase-3 est mesuré, normalisé et 
rapporté à celui du contrôle (non traité), (a) p <0,05 vs non traité, non déprivé, (b) p<0,05 
vs non traité, déprivé. 
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Figure 4.12. Analyse de l'activité de la caspase-8 par essai fluorogénique. À la fin des 
cultures, les cellules sont stimulées par BMP-9 en conditions déprivées ou non, ou par 
staurosporine. Après extraction des protéines, le substrat Z-IETD-AFC est ajouté, et le 
signal fluorescent reflétant l'activité enzymatique de la caspase-8 est mesuré, normalisé et 
rapporté à celui du contrôle (non traité), (a) p <0,05 vs non traité, non déprivé, (b) p<0,05 
vs non traité, déprivé. 
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Figure 4.13. Analyse de l'activité de la caspase-9 par essai fluorogénique. À la fin des 
cultures, les cellules sont stimulées par BMP-9 en conditions déprivées ou non, ou par 
staurosporine. Après extraction des protéines, le substrat Ac-LEHD-AFC est ajouté, et le 
signal fluorescent reflétant l'activité enzymatique de la caspase-9 est mesuré, normalisé et 
rapporté à celui du contrôle (non traité), (a) p <0,05 vs non traité, non déprivé, (b) p<0,05 
vs non traité, déprivé. 
Le traitement à la Staurosporine, inducteur de l'apoptose, induit une augmentation 
significative de l'activité enzymatique des caspases-3, -8 et -9 (p<0,05), et confirme la 
validité de ce test de fluorescence. Les analyses des signaux fluorescents émis par les 
substrats Ac-DEVD-AMC et Z-IETD-AFC révèlent qu'en comparaison aux conditions non 
traitées, l'addition de BMP-9 dans les cultures n'influence pas de façon significative 
l'activité enzymatique des formes clivées des caspases-3 et -8. En revanche, en l'absence 
de BMP-9, les conditions de déprivation, par retrait des facteurs de survie (M-CSF et 
RANKL) et teneur réduite en sérum, augmentent l'activité enzymatique de la caspase-9 par 
rapport à l'activité enzymatique mesurée dans les conditions non déprivées en présence de 
RANKL et M-CSF {p<0,05). La stimulation avec BMP-9 des cultures déprivées de facteurs 
de survie diminue l'activité enzymatique de la caspase-9 comparativement aux cultures en 
conditions non déprivées, de manière non significative pour BMP-9 à 50 ng.ml"1 (p=0,054), 
mais significative à une concentration de BMP-9 de 150 ng.ml"1 (p<0,05). Ces observations 
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suggèrent que l'effet protecteur de l'apoptose des ostéoclastes induit par la BMP-9 pourrait 
en partie faire intervenir une inhibition de l'activation de la voie intrinsèque comme la 
diminution du clivage de la caspase-9 l'illustre. 
4.5.3. Analyse du clivage cellulaire des caspases 
Le modèle in vitro utilisé dans cette étude pour l'obtention d'ostéoclastes matures est basé 
sur l'induction d'une différenciation ostéoclastique à partir de monocytes fœtaux. 
Toutefois, la population cellulaire est hétérogène, comme nous l'avons vu environ 2/3 des 
cellules multinucléées ont les caractéristiques phénotypiques des ostéoclastes, les autres 
cellules étant des polykaryons macrophagiques, ou des cellules mononucleees 
monocytaires. Ainsi, pour confirmer les résultats obtenus à partir des extraits proteiques ou 
ARN des lysats cellulaires, une étude à l'échelon cellulaire s'imposait afin de rapporter aux 
ostéoclastes la spécificité des modifications observées. Pour ce faire, une analyse de 
l'expression des formes clivées des caspases-8 et -9 par les CMNs stimulées ou non par la 
BMP-9 a été réalisée par immunocytochimie en utilisant des anticorps dirigés contre les 
formes clivées de ces caspases, et en déterminant le pourcentage de CMNs marquées (§ 
3.3.1). Le pourcentage de CMNs possédant trois noyaux et plus, et exprimant les formes 
clivées des différentes caspases a été évalué. La Staurosporine a été utilisée à 1 uM comme 
contrôle positif pour l'induction de l'apoptose de ces cellules (Figure 4.14 et 4.16). 
À la fin des cultures, l'addition de BMP-9 à 50 ou 150 ng.ml"1, en présence ou en l'absence 
de RANKL et M-CSF, ne module pas le pourcentage de CMNs exprimant la forme clivée 
de la caspase-8 (Figure 4.14 et 4.15). Lors de l'analyse de l'expression de la forme clivée 
de la caspase-9, on observe dans les conditions déprivées des facteurs de survie, et en 
l'absence de BMP-9 (NT) une augmentation du pourcentage de CMNs marquées pour la 
forme clivée de la caspase-9 (p<0,01 vs NT conditions non déprivées) (Figure 4.17). 
Quelles que soient les conditions (déprivées ou non), la stimulation par BMP-9 induit une 
diminution significative du pourcentage de CMNs marquées pour la forme clivée de la 
caspase-9 {p<0,001 pour BMP-9 à 50 ng.ml"1, p<0,01 pour BMP-9 à 150 ng.ml"1 vs NT 
conditions non déprivées; p<0,05 pour BMP-9 à 50 et 150 ng.ml"1 vs NT conditions non 
déprivées). L'addition de Staurosporine à 1 uM, utilisée ici comme contrôle positif, induit 
le clivage des caspases-8 et -9 dans la majorité des CMNs (p<0,001 vs NT avec ou sans 
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RANKL et M-CSF) (Figure 4.14, 4.15, 4.16 et 4.17). L'ensemble de ces résultats suggèrent 
que la BMP-9 inhibe la voie intrinsèque de l'apoptose comme le reflète la diminution de la 
proportion de cellules CMNs exprimant la forme clivée de la caspase-9, confirmant les 
résultats sur l'effet protecteur de la BMP-9 sur l'apoptose des ostéoclastes humains. 
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Figure 4.14. Étude de l'expression de la forme clivée de la caspase-8 dans les CMNs par 
immunocytochimie. À la fin des cultures, un immunomarquage a été réalisé sur les 
ostéoclastes matures, en utilisant des anticorps primaires dirigés contre la forme clivée de la 
caspase-8 sans stimulation par BMP-9 (a), avec contrôle isotypique (b), BMP-9 à 150 
ng.ml" (c) ou Staurosporine à 1 uJVI (d). L'illustration présentée est représentative de n=7 
expériences. Les flèches bleues indiquent les cellules non marquées, les noires les cellules 
marquées. 
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Figure 4.15. Pourcentages de CMNs exprimant la forme clivée de la caspase-8 en présence 
de la BMP-9 en condition de déprivation ou non. Les résultats d'immunocytochimie sont 
donnés en % de cellules marquées dans les cultures non traitées ou traitées par la BMP-9 
Les variations significatives par rapport aux contrôles non traités dans les conditions non-
déprivées ou déprivées sont indiquées respectivement par (a) et (b). Les différences 
significatives indiquées en (a) et (b) présentent une valeur/? inférieure à 0,05. 
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Figure 4.16. Étude de l'expression de la forme clivée de la caspase-9 dans les CMNs par 
immunocytochimie. À la fin des cultures, un immunomarquage a été. réalisé sur les 
ostéoclastes matures, en utilisant des anticorps primaires dirigés contre la forme clivée de la 
caspase-9 sans stimulation par BMP-9 (a), avec contrôle isotypique (b), BMP-9 à 150 
ng.ml"1 (c) ou Staurosporine à 1 uM (d). L'illustration présentée est représentative de n=7 
expériences. Les flèches bleues indiquent les cellules non marquées, les noires les cellules 
marquées. 
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Figure 4.17. Pourcentages de CMNs exprimant la forme clivée de la caspase-9 en présence 
de la BMP-9 en condition de déprivation ou non. Les résultats d'immunocytochimie sont 
donnés en % de cellules marquées dans les cultures non traitées ou traitées par la BMP-9 
Les variations significatives par rapport aux contrôles non traités dans les conditions non-
déprivées ou déprivées sont indiquées respectivement par (a) et (b). Les différences 
significatives indiquées en (a) et (b) présentent une valeur/? inférieure à 0,05. 
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4.5.4. Modulation de l'expression des homologues Bcl-2 
Les homologues Bcl-2 jouent un rôle important dans la modulation de l'induction de 
l'apoptose intrinsèque et le clivage de la caspase-9 (Macfarlane et al. 2004). Nous avons 
montré que la BMP-9 avait un effet protecteur de l'apoptose des ostéoclastes matures, un 
effet qui implique une inhibition de la voie intrinsèque de l'apoptose comme la diminution 
de l'activation de la caspase-9 le suggère. Afin d'élucider les mécanismes de cette 
inhibition, nous avons choisi d'étudier l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et 
celle des protéines pro-apoptotiques Bax, Bid et Bim avant et après stimulation par la 
BMP-9 des ostéoclastes matures. Leur expression protéique a été évaluée par 
immunobuvardage. 
À la fin des cultures des monocytes fœtaux (Jl 1 après la sortie du méthocult, §3.2), les 
cultures sont placées ou non dans des conditions déprivées (FBS 1%, sans RANKL ni M-
CSF) pendant 24 heures. Les cultures sont ensuite stimulées ou non par BMP-9 150 ng/ml 
pendant 3, 6 et 24 heures, ou staurosporine (contrôle positif). À la fin des expériences, les 
cellules sont lysées et les protéines sont extraites. Après migration des protéines en gel de 
polyacrylamide, un immunobuvardage est réalisé (§ 3.7) en utilisant des anticorps 
spécifiques reconnaissant les homologues Bax, Bim, Bcl-2, et la forme native ou clivée de 
Bid. L'expression de Bcl-2 est révélée par une bande à 26 kDa, celle de Bax, Bid et Bim 
par des bandes à 20, 22 et 23 kDa, respectivement (Figure 4.18). L'intensité des bandes 
obtenues a été quantifiée avec le logiciel Quantity One, et chacune d'entre elles a été 
normalisée par l'intensité de la bande de l'actine correspondante (42 kDa), afin de 
normaliser pour la charge totale de protéine (Figure 4.18). 
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Figure 4.18. Expressions proteiques des homologues Bcl-2, Bid, Bim et Bax par 
immunobuvardage. À la fin des cultures de monocytes foetaux, les cellules sont stimulées 
par BMP-9 en conditions déprivées ou non. Après extraction des protéines, migration sur 
gel de polyacrylamide, et transfert sur membrane, un immunoblot est réalisé en utilisant des 
anticorps spécifiques des homologues Bcl-2. L'illustration présentée est représentative de 
n=7 expériences 
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La quantification des résultats nous permet de comparer l'expression relative de chaque 
homologue et d'évaluer l'effet de la BMP-9 sur cette expression en comparant l'expression 
après stimulation par BMP-9 à celle des contrôles non traités pour chaque condition 
(déprivée ou non). Les résultats montrent que la stimulation par BMP-9 à 150 ng.ml"1 
n'influence pas de façon significative l'expression des homologues Bax, Bim et Bcl-2 
(Figure 4.19-a. -b, -c). En revanche, l'addition de BMP-9 pendant 24 heures entraîne une 
diminution significative de l'expression de Bid (Figure 4.19-d, p<0,05). L'immunoblot 
pour la protéine Bid ne permet pas de détecter sa forme clivée quelles que soient les 
conditions de culture et de stimulation. L'ensemble de ces résultats suggère que la BMP-9 
pourrait induire une diminution de l'expression de Bid, mais ne permet pas de conclure si 
cette diminution de la forme totale est due à une diminution de la synthèse ou une 
augmentation de son clivage. 
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Figure 4.19. Expression relative des homologues Bcl-2. Les résultats quantifiés par 
l'analyse densitométrique des bandes correspondant à Bax (20 kDa), Bim (23 kDa), Bcl-2 
(26 kDa), et Bid (22 kDa) ont été normalisés à celle de l'actine, et le ratio de cette 
expression sur la valeur obtenue dans les cultures non traitées a été déterminé (n=6). Les 
résultats sont donnés en ratio des valeurs obtenues nomalisées à l'actine sur la valeur de 
référence NT pour Bax (a), Bim (b), Bcl-2 (c) et Bid (d). (a) p<0,05 vs NT. 
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l'ensemble de ces données nous permet ainsi de conclure que la BMP-9 favorise la survie 
des ostéoclastes humains dans un modèle de différenciation in vitro à partir de monocytes 
foetaux. L'analyse des mécanismes moléculaires impliqués suggère que cet effet de la 
BMP-9 pourrait, au moins en partie, résulter d'une inhibition de la voie intrinsèque, comme 
l'inhibition de l'activation de la caspase-9 le suggère. L'analyse de l'expression des 
homologues Bcl-2 qui modulent l'induction de l'activation de cette voie permet de penser 
que la BMP-9 pourrait agir en modulant l'expression de la protéine pro-apoptotique Bid. 
4.6. Effet de la BMP-9 sur la résorption osseuse ostéoclastique 
La résorption osseuse est la fonction ultime des ostéoclastes qu'ils acquièrent lors de leur 
différenciation terminale. Afin de compléter nos travaux sur les effets de la BMP-9 sur les 
ostéoclastes humains, l'impact sur la résorption osseuse a été évalué. Pour se faire, les 
populations cellulaires enrichies en CFU-GM après culture en Methoculte ont été 
ensemencées sur des lamelles osseuses et cultivées en présence de M-CSF et RANKL 
(§3.6). Du fait de l'impact de la BMP-9 sur la survie des cellules, nous avons choisi 
d'évaluer la résorption osseuse dans les deux types de conditions utilisées pour l'évaluation 
de l'apoptose, à savoir les conditions de déprivation ou les conditions standards de culture. 
À la fin des cultures des monocytes fœtaux (Jll après la sortie du méthocult, §3.2), les 
cultures sont placées ou non dans des conditions déprivées (FBS 1%, sans RANKL ni M-
CSF) pendant 24 heures. Les cultures sont ensuite stimulées ou non par BMP-9 50 et 150 
ng/ml pendant 48 heures. Les lamelles sont ensuite récupérées, lavées, et colorées au bleu 
de toluidine afin de visualiser les puits de résorption (flèches bleues Figure 4.20). Afin de 
valider la spécificité de ce test pour la résorption osseuse ostéoclastique, des contrôles ont 
été réalisés en l'absence de RANKL pendant toute la période de culture. La surface 
résorbée a été quantifiée pour chaque condition (Figure 4.20). 
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Figure 4.20. Etude de la résorption osseuse. Les cellules ont été placées sur des lamelles 
d'os cortical après la sortie du Méthocult. À la fin des cultures, les lamelles ont été colorées 
par du bleu de toluidine, les pits de résorption apparaissant en mauve (flèches). Les 
illustrations correspondent à l'analyse de la résorption par des cultures d'ostéoclastes 
réalisées dans des conditions standards (a) en l'absence de RANKL (b), après déprivation 
en facteurs de survie pendant les 24 dernières heures (c) et après stimulation par BMP-9 à 
150 ng.ml" (d). 
Pour l'analyse de la résorption osseuse, il est important de noter que le potentiel 
ostéoclastogénique, ainsi que la capacité de résorption des ostéoclastes varient 
considérablement entre les différents donneurs. Afin d'atténuer la variabilité attribuée à ces 
facteurs, les aires de résorption obtenues ont été quantifiées et normalisées par rapport à 
l'aire de résorption mesurée dans les conditions non stimulées. 
Dans les conditions non déprivées, l'addition de BMP-9 à des concentrations de 50 et 150 
ng.ml" , augmente de manière non significative les surfaces de résorption de 32% et 22% 
respectivement, comparativement au contrôle non traité. Dans les conditions de 
déprivation, et en l'absence de BMP-9, la surface résorbée diminue de façon significative 
de 50% comparativement au contrôle non traité des cultures en milieu non déprivé 
(p<0,05). L'addition de BMP-9 aux cultures réalisées dans les conditions de déprivation 
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n'affecte pas de façon significative la surface de résorption (en présence de RANKL et M-
CSF, augmentation de 30% à 50 ng.ml"1 et de 25% à 150 ng.ml"1 par rapport au contrôle 
non traité et en condition déprivée, augmentation de 15% à 50 ng.ml"1 et de 30% à 150 
ng.ml"1 par rapport au contrôle non traité). Le contrôle négatif correspondant à des 
précurseurs CFU-GM cultivés avec du M-CSF mais en l'absence de RANKL, ne démontre 
aucun signe de résorption (Figure 4.21). Ces résultats montrent que la BMP-9 n'augmente 
pas de façon significative la résorption osseuse des ostéoclastes différenciés in vitro à partir 
de monocytes foetaux. La BMP-9 n'ayant pas d'effet sur la formation des ostéclastes, il est 
licite de conclure que l'activité de résorption osseuse des ostéoclastes n'est pas modulée par 
la BMP-9. Toutefois, la survie des cellules est prolongée par la BMP-9. La résorption 
osseuse dans les conditions de déprivation, qui favorisent l'apoptose des cellules, était 
significativement diminuée. Toutefois, si la résorption osseuse augmentait de 15 à 30% en 
présence de BMP-9 quelles que soient les conditions de culture, ces valeurs ne sont pas 
significativement différentes des contrôles non traités. 
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Figure 4.21. Quantification des surfaces de résorption osseuse. Les résultats sont donnés 
par le rapport de la surface de résorption observée sur le contrôle non traité dans les mêmes 
conditions. La comparaison des conditions non déprivées vs déprivées est indiquée par (a) 
0*0,05). 
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Chapitre 5. Discussion 
Dans le tissu osseux, les membres de la famille BMPs comme les BMP-2, -4, -6, -7 et -9 
peuvent induire la différenciation des cellules stromales mésenchymateuses en ostéoblastes 
et augmenter la formation et la minéralisation du tissu osseux {Lavery et al. 2006; Luu et al. 
2007). En raison de leurs propriétés ostéoinductives, les BMPs ont donc suscité un intérêt 
grandissant, et de nombreux travaux ont été menés afin de mieux comprendre leurs 
mécanismes d'action sur les cellules osseuses. L'approfondissement des connaissances 
dans ce domaine a permis d'utiliser le potentiel thérapeutique des BMPs, en les intégrant 
dans les stratégies de réparation du tissu osseux. Notamment, les BMP-2 et -7 ont été 
approuvées par la FDA dans certaines applications orthopédiques comme la spondylodèse 
ou le traitement de fractures avec non-union {White et al 2007; McKay et al. 2007;.Bessa et 
al. 2008). Plusieurs études ont récemment suggéré que le potentiel ostéogénique de la 
BMP-9 est plus important que celui des BMP-2 et -7 {Kang et al. 2004; Luu et al. 2007). 
Par exemple, la BMP-9 peut induire la différenciation de préosteoblastes murins MC3T3-
El et des hMSCs en ostéoblastes {Dayoub et al. 2003; Bergeron et al. 2009). En revanche, 
les effets de la BMP-9 sur la différenciation, l'activation, et la survie des ostéoclastes ainsi 
que sur la résorption osseuse demeurent à ce jour inconnus. Étant donné le rôle essentiel 
des ostéoclastes dans le maintien de l'intégrité du tissu osseux, il est primordial d'élucider 
les effets de la BMP-9 sur la résorption osseuse ostéoclastique. Notre étude sur les effets de 
la BMP-9 sur l'ostéoclaste humain est en ce sens très innovante et originale eu égard à la 
littérature existante. Dans un premier temps, nous avons analysé les effets de la BMP-9 sur 
la formation, la survie et la fonction de résorption osseuse de l'ostéoclaste humain dans un 
modèle in vitro. Les résultats sur l'apoptose nous ont conduits à explorer les mécanismes 
moléculaires impliqués dans l'effet protecteur de la BMP-9 sur la survie de l'ostéoclaste 
humain. 
5.1. Le modèle d'étude 
Dans notre modèle d'étude, les ostéoclastes humains ont été obtenus à partir de la 
différenciation de cultures primaires de cellules progénitrices isolées de sang de cordon 
ombilical humain. Les ostéoclastes auraient pu également être obtenus à partir de la 
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différenciation de cellules CD14+ provenant du sang périphérique d'adulte. Nous avons 
choisi le premier modèle car les précurseurs myéloïdes possèdent un potentiel de 
différenciation ostéoclastique supérieur à celui des cellules CD 14+ et les cultures obtenues 
sont plus homogènes {Hodge et al. 2004). Cependant, ce modèle comporte trois difficultés 
inhérentes à tout modèle de différenciation ostéoclastique réalisé chez l'homme. Tout 
d'abord le temps nécessaire à la différenciation de cellules progénitrices en ostéoclastes est 
relativement long (3 semaines), comparativement à 1 semaine chez la souris. Par ailleurs, si 
la culture est relativement homogène, ne contenant que des cellules hématopoiétiques, les 
cellules présentes en fin de cultures comprennent non seulement des ostéoclastes matures 
mais également une population de cellules multinucléées non ostéoclastiques et apparentées 
à des polykaryons macrophagiques, et des cellules monocytaires. Enfin, les potentiels de 
différenciation, d'activation et de résorption varient de manière considérable entre les 
différents donneurs. L'avantage du modèle est de ne comporter que des cellules 
hématopoiétiques sans cellules mésenchymateuses, comme dans les systèmes de co-
cultures ou les cultures de moelle osseuse, qui par leurs interactions et leurs effets 
intermédiaires peuvent affecter la réponse aux facteurs étudiés. Et bien sûr, justifiant 
pleinement le choix de notre modèle, l'avantage principal est de travailler sur un système 
humain, différant à bien des égards des modèles animaux, et apportant un maillon 
complémentaire et essentiel pour les perspectives thérapeutiques potentielles des facteurs 
analysés. 
5.2. Activation de voies de signalisation par la BMP-9 
Les membres de la famille des BMPs modifient le comportement cellulaire en interagissant 
avec des récepteurs spécifiques pour induire l'activation de voies de signalisation 
impliquant typiquement la voie canonique des Smad et la voie des MAPKs. Nous avons 
ainsi évalué l'expression des récepteurs classiques des BMPs à la surface des ostéoclastes 
matures, et les voies de signalisation activées par la BMP-9 afin de déterminer si la BMP-9 
pouvait avoir une action directe sur ces cellules. Dans notre étude, un volet consacré à 
l'étude des récepteurs et à la signalisation induite par la BMP-9 a donc été conduit. 
Les récepteurs BMPR-IA, BMPR-IB et BMPR-II jouent un rôle important dans la 
transduction du signal induit par les BMPs dans les ostéoblastes {Lavery et al. 2008). De 
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plus, le récepteur ALK-1 serait un récepteur spécifique à la BMP-9 (David et al. 2007). Par 
ailleurs, la BMP-9 pourrait agir en se liant au récepteur BMPR-IB (Ye et al. 2008). 
L'expression des récepteurs BMPR-IA et BMPR-II, récepteurs associés à la signalisation 
des BMPs a été rapportée dans des modèles d'ostéoclastes murins et de lapin {Kaneko et al. 
2000; Itoh et al. 2001). Yamashita et coll. ont démontré que les ostéoclastes dérivés de la 
lignée murine MLC-6 exprimaient les ARNm codants pour les récepteurs BMPR-IA, 
BMPR-II, ActR-II, ALK-2 et ALK-4 tandis que l'expression de BMPR-IB n'était pas 
détectée {Yamashita et al. 2010). Dans notre modèle, une expression des ARNm codant 
pour BMPR-IA, -IB, -II et ALK-1 a été mise en évidence. L'étude sur les ARN totaux 
extraits des cultures comprennent ceux des ostéoclastes, mais également des autres cellules 
présentes (cellules monocytaires et polykaryons macrophagiques). Afin de distinguer 
l'expression spécifiquement associée aux ostéoclastes, nous avons évalué à l'échelon 
cellulaire l'expression des récepteurs BMPR-IA, -IB, -II et ALK-1. L'expression de ces 
récepteurs par les CMNs nous mène à conclure qu'ils sont exprimés par les CMNs et les 
cellules monocytaires. Cependant, une analyse de l'expression de ces récepteurs par les 
CMNs exprimant des marqueurs ostéoclastiques devrait être réalisée par un double 
marquage en immunofluorescence, cette analyse permettrait de conclure sur l'expression 
spécifique de ces récepteurs par l'ostéoclaste humain. 
La voie canonique des Smad est la voie de signalisation associée aux BMPs la plus étudiée 
et la mieux caractérisée (Chen et al. 2004). La phosphorylation des Smad 1/5/8 après 
stimulation par la BMP-2 a été mise en évidence dans des modèles d'ostéoclastes murins 
(Okamoto et al. 2006; Jensen et al. 2010). Dans notre travail, nous démontrons pour la 
première fois que la BMP-9 induit la phosphorylation et la translocation nucléaire des 
protéines Smad 1/5/8 dans l'ostéoclaste humain. Dans un modèle in vitro de cellules 
endothéliales humaines, Upton et coll. ont montré que la BMP-9 pouvait induire la 
phosphorylation des Smad 1/5 ainsi que celle de la Smad 2 qui est associée à la 
signalisation TGF-p {Upton et al. 2009). Par immunoblot utilisant des anticorps dirigés 
contre les formes phosphorylées et non phosphorylées des protéines Smad, nous avons 
observé que la BMP-9 activait principalement les Smad 1/5/8 mais induisait également une 
légère activation de Smad 2. La transduction du signal par Smad 2 suite à une stimulation 
par la BMP-9 dépendrait du récepteur ActR-II tandis que les récepteurs BMPR-II et ALK-1 
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seraient impliqués dans la transduction de la signalisation dépendante des Smad 1/5/8. 
Nous n'avons pas vérifié l'expression de ActR-II dans l'ostéoclaste {Ye et al. 2008; Upton 
et al. 2009). Étant donné l'expression d'ALK-1 et BMPR-II par les cellules de notre 
modèle de différenciation ostéoclastique, il est plausible que la BMP-9 active les Smad 
1/5/8 via ces récepteurs. Là encore, pour identifier les récepteurs utilisés pour la réponse à 
la BMP-9, d'autres études seront nécessaires. 
5.3. Étude de la différenciation ostéoclastique 
Pour caractériser les ostéoclastes, de nombreuses études utilisent l'expression de la 
phosphatase acide tartrate-resistante (TRAP) comme marqueur phenotypique {Kanatani et 
al 1995; Itoh et al. 2001; Jensen et al. 2010). Cependant, bien que cette enzyme soit 
exprimée par les ostéoclastes, l'expression de TRAP n'est pas spécifique des ostéoclastes, 
et est également exprimée par les monocytes et les polykaryons macrophagiques {Quinn et 
al. 1999). Les cultures de monocytes fœtaux contiennent ces types cellulaires, ce pourquoi 
TRAP n'a pas été considérée pour les analyses de différenciation ostéoclastique. Le CTR et 
RANK ont par contre été retenus comme marqueurs phénotypiques des ostéoclastes, leur 
expression étant spécifique de ces cellules (Quinn et al, 1999; Roux et al. 2005). 
Du fait de l'effet stimulant sur les ostéoblastes avec un potentiel ostéogénique important 
des BMPs et compte tenu du développement de leur utilisation en thérapeutique pour 
combler les pertes osseuses, la question de l'effet des membres de la famille BMPs sur les 
autres cellules osseuses, les ostéoclastes, s'est bien sûr posée. Toutefois, même si quelques 
études ont exploré les effets des BMP-2 et -7 dans certains modèles ostéoclastiques, l'effet 
sur la différenciation ostéoclastique de ces facteurs demeure controversé et dépend du 
modèle étudié. Dans les ostéoclastes de lapin et de souris, la BMP-2 pourrait stimuler la 
différenciation ostéoclastique {Kaneko et al. 2000; Jensen et al. 2010). En revanche, dans 
des modèles humains, la BMP-2 n'a pas eu d'effet sur les précurseurs ostéoclastiques, ou 
pouvait au contraire inhiber leur différenciation {Wildermann et al. 2005; Wan et al. 2006). 
Dans notre travail, l'étude de la formation ostéoclastique par analyse de l'expression du 
CTR et de RANK par les CMNs indiquait que la BMP-9 n'influençait pas directement la 
différenciation ostéoclastique. Par contre, notre étude ne nous permet pas de conclure 
formellement sur le potentiel ostéoclastogénique de la BMP-9. En effet, la BMP-9 a été 
89 
ajoutée au cours de la deuxième semaine de différenciation, et pourrait avoir un effet 
différent si elle était introduite à d'autres temps. En effet, dans un modèle murin de co-
culture, il a été montré que la BMP-2 avait un effet variable sur la différenciation 
ostéoclastique en fonction du stade de différenciation auquel elle est ajoutée (Jensen et al. 
2010). Il est donc possible que la BMP-9 puisse moduler la formation des ostéoclastes si 
elle était ajoutée à des stades plus précoces. Par ailleurs, un nombre important d'études ont 
montré que les BMPs modulaient l'expression de RANKL, M-CSF et OPG dans les 
cellules stromales et les ostéoblastes (Liu et al. 2005; Ghosh-Choudhury et al. 2006; Wutzl 
et al. 2006; Paul et al. 2009). Par exemple, Paul et al. ont montré que certaines BMPs 
comme les BMP-2 et -7 stimulaient l'expression des ARNm codant pour RANKL et M-
CSF dans des co-cultures de moelle osseuse de rat (Paul et al. 2009). Une augmentation de 
l'expression de RANKL et M-CSF par les cellules stromales et les ostéoblastes pourrait 
stimuler la différenciation ostéoclastique. Il est donc possible que la BMP-9, capable 
d'induire la différenciation ostéoblastique (Dayoub et al. 2003; Bergeron et al. 2009), 
puisse moduler les niveaux d'expression de RANKL, M-CSF et/ou OPG par ces cellules et 
ainsi affecter indirectement l'ostéoclastogénèse. 
5.4. Effet de la BMP-9 sur l'apoptose des ostéoclastes 
Dans le tissu osseux, l'apoptose des ostéoclastes joue un rôle important dans la régulation 
de la résorption osseuse {Roux et al. 2005, Chamoux et al, 2007). Les facteurs de croissance 
présents dans la matrice osseuse ou exprimés par les cellules avoisinantes, peuvent induire 
ou protéger les ostéoclastes de l'apoptose. La BMP-9 étant un facteur présent dans le sérum 
humain et la matrice osseuse (Suttapreyasri et al. 2007; Herrera et al. 2009), nous nous 
sommes interrogés sur l'influence de la BMP-9 sur l'apoptose des ostéoclastes. En utilisant 
une technique dérivée du TUNEL, il est possible d'étudier l'effet de divers facteurs sur 
l'apoptose des ostéoclastes obtenus différenciés à partir des monocytes fœtaux {Roux et al. 
2005; Chamoux et al. 2008; Houde et al. 2009). Des conditions favorables à l'étude de 
l'apoptose de l'ostéoclaste ont été optimisées {Roux et al. 2005), et consistent à placer les 
cellules à la fin des cultures dans un milieu dépourvu des facteurs de survie RANKL et M-
CSF, et à teneur réduite en sérum pendant les 24 heures précédant l'étude des facteurs 
d'intérêt. Comme contrôle positif pour l'induction de l'apoptose des ostéoclastes, nous 
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avons utilisé la Staurosporine, qui permet de valider les expériences sur l'apoptose (Houde 
et al. 2009). Les implications des BMPs dans les mécanismes moléculaires de l'apoptose 
ont été étudiées dans plusieurs types cellulaires comme les neurones, les cellules 
musculaires du poumon, et les ostéoblastes (Hay et al. 2001; Lagna et al. 2006; Ye et al. 
2008; Barneda-Zahonero et al. 2009; Liu et al. 2009). Toutefois, les propriétés pro- ou 
anti-apoptotiques de chacune des BMPs dépendent de la BMP en question ainsi que des 
conditions environnantes et du modèle utilisé. Concernant l'ostéoclaste, il a été rapporté 
que la BMP-2 promouvait la survie des ostéoclastes murins {Itoh et al. 2001). L'effet des 
BMPs sur l'apoptose de l'ostéoclaste humain n'a jamais été étudié. Nous présentons pour la 
première fois une étude des effets de la BMP-9 sur la survie des ostéoclastes dans un 
modèle humain, et nos résultats ont démontré un effet anti-apoptotique de la BMP-9 sur ces 
cellules. L'induction de l'apoptose par la BMP-9 a été rapportée dans une lignée de cellules 
de cancer de la prostate (PC-3) {Ye et al. 2008). Ces divergences soulignent la spécificité 
cellulaire de l'effet des BMPs qui peuvent varier selon les modèles cellulaires étudiés. 
L'induction de l'apoptose peut faire intervenir l'activation de deux voies de signalisation 
distinctes, la voie extrinsèque et la voie intrinsèque, qui conduisent au clivage et à 
l'activation des caspases-8 et -9 respectivement (Macfarlane et al. 2004). Afin de 
caractériser les mécanismes moléculaires menant à l'effet protecteur de la survie des 
ostéoclastes induit par la BMP-9, nous avons étudié l'activation des mécanismes effecteurs 
de l'apoptose en évaluant l'activation des caspases impliquées dans les voies intrinsèque 
(caspase-9) ou extrinsèque (caspase-8), ou située au carrefour de ces voies (caspases-3). 
Dans les cultures d'ostéoclastes, nous avons observé que les conditions de déprivation 
(absence des facteurs de survie RANKL et M-CSF, et teneur réduite en sérum du milieu de 
culture) augmentaient la proportion de cellules MNC apoptotiques. Chamoux et coll. ont 
montré que ces conditions induisaient une augmentation de l'expression de la protéine pro-
apoptotique TRAIL par les ostéoclastes (Chamoux et al. 2008). De même, les facteurs de 
survie RANKL et M-CSF induisent une augmentation de l'expression de Bcl-2, Mcl-1 et 
préviennent la formation de l'apoptosome {McGill et al. 2002; Sutherland et al. 2009). Les 
conditions de déprivation sont ainsi favorables à l'induction de l'apoptose et entraînent par 
elles-mêmes un certain degré d'apoptose dans les cultures. 
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L'addition de BMP-9 dans les cultures d'ostéoclastes diminuait de manière significative la 
proportion de cellules MNC apoptotiques, et diminuait le pourcentage de CMNs exprimant 
la forme clivée de la caspase-9, mais non celui des CMNs exprimant la forme clivée de la 
caspase-8, suggérant que la BMP-9 protège les ostéoclastes de l'apoptose via une inhibition 
de la voie intrinsèque de l'apoptose. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons 
également étudié la modulation du clivage des caspases en immunobuvardage et par mesure 
des activités enzymatiques. En accord avec les résultats d'immunomarquage, la BMP-9 
n'influençait pas de façon significative le clivage et l'activité enzymatique de la caspase-8. 
Par contre, l'analyse de l'expression protéique de la caspase-9 clivée ne nous a pas permis 
de détecter un effet de la BMP-9. Cependant, par analyse de l'activité enzymatique, plus 
sensible, nous avons pu montrer une diminution de l'activité enzymatique de la caspase-9 
dans les CMNs traitées par la BMP-9, et ce uniquement en absence des facteurs de survie. 
Cette divergence dans les résultats peut s'expliquer par plusieurs facteurs. Premièrement, 
les analyses densitométriques de bandes proteiques demeurent une approche semi-
quantitative avec une certaine variabilité des mesures. De plus, les immunobuvardages et 
les tests d'activité enzymatique des caspases mesurent l'activité et le clivage des caspases 
des lysats cellulaires. Comme nous l'avons déjà souligné, les lysats celulaires sont obtenus 
à partir de cultures hétérogènes, et ne reflètent pas que l'effet de la BMP-9 sur les 
ostéoclastes. 
L'activation des voies intrinsèques et extrinsèques de l'apoptose mène à l'initiation de la 
phase effectrice et au clivage des caspases effectrices. Dans notre étude, en observant une 
inhibition de l'activation de la voie intrinsèque, des diminutions du clivage des caspases 
effectrices devraient être observées. Or, la mesure de l'activité enzymatique de la caspase 3 
ne révèle aucun effet de la BMP-9. Ce résultat inattendu pourrait être lié au caractère 
hétérogène de notre modèle cellulaire, un autre type cellulaire dont l'apoptose serait induite 
en présence de BMP-9 pourrait masquer l'effet protecteur de la BMP-9 sur la caspase-3 
dans les CMNs. D'autre part, beaucoup d'études réalisées avec différents types cellulaires 
comme les cellules chondrocytaires N1511 ou la lignée ostéoblastique MC3T3-E1 ont mis 
en évidence le rôle de la caspase-3 comme effecteur final de l'apoptose {Hay et al. 2001; 
Sugimori et al. 2005; Lagna et al. 2006; Barneda-Zahonero et al. 2009). Cependant, 
l'inhibition de l'apoptose induite par la BMP-9 pourrait affecter d'autres caspases 
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effectrices comme les caspases-6 et -7. Une analyse du clivage et de l'activité de ces 
caspases ainsi qu'une étude des effets de la BMP-9 sur les autres types cellulaires (cellules 
monocytaires, macrophages) permettrait de vérifier ces hypothèses. 
L'activation de la voie intrinsèque de l'apoptose dépend de l'expression relative des 
homologues pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Un débalancement en faveur des 
homologues pro-apoptotiques Bax et Bak conduit la cellule vers l'apoptose tandis qu'à 
l'inverse, une surexpression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-XL promeut la 
survie de la cellule {Zôrnig et al. 2001). Dans notre modèle d'ostéoclaste humain, nous 
avons observé une diminution du clivage de la caspase-9. Cette observation suggère donc 
l'existence d'une modulation de l'expression relative des homologues de la famille Bcl-2. Il 
a déjà été démontré que la BMP-2 pouvait induire l'apoptose des ostéoblastes via une 
diminution de l'expression de Bcl-2, une augmentation de l'expression de Bax et une 
activation des caspases 9, 3, 6 et 7 (Hay et al. 2001). De manière analogue, les BMP-4 et -7 
pourraient induire une diminution de Bcl-2 et favoriser ainsi l'apoptose des cellules 
musculaires lisses des artères pulmonaires humaines (Lagna et al. 2006). Nous avons donc 
évalué les effets de la BMP-9 sur l'expression des homologues Bcl-2, Bax, Bid et Bim dans 
les cultures d'ostéoclastes matures. Premièrement, nous avons observé une tendance à 
l'augmentation de l'expression de l'homologue pro-apoptotique Bax après stimulation par 
la BMP-9 en présence de RANKL et de M-CSF. Il a déjà été rapporté que la BMP-9 
pouvait induire l'apoptose de certains types cellulaires tels que des cellules PC-3 {Ye et al. 
2008). Cependant, les mécanismes moléculaires menant à la mort de ces cellules est 
inconnu. Nous avons observé en immunobuvardage et lors des essais d'activité 
enzymatique de la çaspase-9 que la BMP-9 à 150 ng.ml"1 (en condition RANKL + et M-
CSF +) ne semblait pas moduler l'activation de la caspase-9. Compte tenu de l'ensemble de 
ces résultats, il est possible du fait du caractère hétérogène de notre modèle d'étude, que 
l'augmentation de l'expression de Bax soit le fait d'autres types cellulaires présents en 
réponse à la BMP-9 qui induirait l'apoptose de ces cellules par cette voie, via une autre 
caspase effectrice. L'autre possibilité est que la BMP-9 module l'expression de plusieurs 
homologues Bcl2, pro- et/ou anti-apoptotiques, avec une résultante favorable à la survie des 
cellules. Nous avons également observé une diminution significative de l'expression de Bid 
et une tendance à l'augmentation de Bcl-2 après 24 heures de stimulation par la BMP-9. 
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Bid est un facteur pro-apoptotique, qui une fois clivé par la caspase-8, migre vers la 
mitochondrie pour induire la libération de cytochrome c {Luo et al. 1998; Li et al. 1998). Il 
a été démontré dans les lignées cancéreuses humaines Hela que l'augmentation de 
l'expression de la forme clivée de Bid se faisait aux dépens d'une diminution de 
l'expression de sa forme complète {Seol et al. 2001). Dans nos expériences, nous n'avons 
pas détecté de forme clivée. Toutefois, nous n'avons pas de contrôle positif (détection de la 
forme clivée de bid dans les ostéoclastes) pour pouvoir conclure sur l'origine de la 
diminution de Bid observée après stimulation par la BMP-9, qui pourrait être due à une 
diminution de son expression et/ou une augmentation de son clivage. Une étude de 
l'expression de la forme clivée de Bid permettrait de confirmer si l'effet anti-apoptotique 
de la BMP-9 dans l'ostéoclaste humain découle d'une inhibition de l'expression de Bid. 
Bid peut exercer ses fonctions apoptotiques en séquestrant Bcl-2 et en inhibant son effet 
neutralisant sur Bax et Bak. En inhibant Bid, Bcl-2 ne serait plus régulé par ce dernier, 
menant à une augmentation de son effet anti-apoptotique sur les homologues du groupe 
BH123 comme Bax et Bak {van Delft, Huang 2006). 
5.5. Effet sur la résorption osseuse 
La résorption est la fonction principale de l'ostéoclaste. RANKL et M-CSF sont critiques 
pour l'expression des enzymes nécessaires à la résorption osseuse (Arai et al. 1999; 
Takayanagi et al. 2006). Cependant, d'autres cytokines comme le TNF-a et 1TL-1 peuvent 
stimuler la résorption du tissu osseux par les ostéoclastes {Lee et al. 2006). Nous avons 
donc déterminé l'influence de la BMP-9 sur l'activité de l'ostéoclaste et la résorption 
osseuse. 
Il a été démontré que les cellules multinucléées différenciées à partir de monocytes fœtaux 
exprimaient les marqueurs phénotypiques des ostéoclastes (CTR et RANK) et, lorsqu'ils 
étaient cultivés sur des lamelles osseuses, étaient capables de résorber l'os {Roux et al. 
2005). Dans notre étude, nous avons évalué l'effet de la BMP-9 sur les ostéoclastes 
matures. L'effet anti-apoptotique de la BMP-9 observé précédemment suggère qu'en 
supportant la survie de l'ostéoclaste, la BMP-9 pourrait augmenter la résorption osseuse par 
ces cellules. Les conditions de déprivation, avec le retrait de RANKL et M-CSF, à la fin 
des périodes de culture induisent une diminution significative de l'aire résorbée. Cette 
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diminution peut être expliquée par une augmentation de la population ostéoclastique 
apoptotique dans ces conditions, ainsi que par l'absence de facteurs impliqués dans 
l'activation de la transcription de gènes important pour la résorption osseuse tels que ceux 
de TRAP et de la cathepsine K. 
Plusieurs travaux réalisés chez les rongeurs ont rapportés un effet stimulant de la résorption 
osseuse de la BMP-2 et de la BMP-7 par une action directe sur les ostéoclastes {Kaneko et 
al. 2000; Hentunen et al. 1995). La BMP-2 stimulerait également la résorption osseuse 
d'ostéoclastes matures humains provenant de monocytes périphériques (Wildemann et al. 
2005), mais un effet inhibiteur a également été rapporté, dans un système plus hétérogène à 
partir de culture de moelle osseuse (Wan et al. 2006). Dans notre étude, nous avons observé 
que l'addition de BMP-9 à 50 et 150 ng.ml'1 induisait une discrète augmentation non 
significative des surfaces osseuses résorbées. La BMP-9 induisait une diminution des taux 
d'apoptose des CMNs de l'ordre de 15%. Il est possible que l'effet anti-apoptotique de la 
BMP-9 soit trop faible pour être détecté par un effet sur la résorption osseuse. 
5.6. Perspectives 
5.6.1. La BMP-9 et les MAPKs 
Les BMPs affectent le comportement cellulaire via l'activation de voies de signalisation 
transduites par les récepteurs des BMPs. Nous avons démontré dans cette étude que la 
BMP-9 induisait la phosphorylation des Smad 1/5/8 dans les ostéoclastes humains et les 
protégeait de l'apoptose. L'inhibition de l'apoptose paraissait en partie liée à une 
diminution de l'expression de Bid, une augmentation de l'expression de Bcl-2 menant à une 
inhibition du clivage de la caspase-9. Cependant, les BMPs peuvent également activer la 
voie des MAPKs et celle-ci peut moduler l'apoptose dans certains types cellulaires (Kimura 
et al. 2000, Sugimori et al. 2005, Barneda-Zahonero et al. 2009). Kimura et coll. ont 
démontré que la BMP-2 pouvait induire l'apoptose d'hybridomes murins MH60 via un 
mécanisme dépendant de l'activation de p38 (Kimura et al. 2000). Sugimori et coll. ont 
observé que la BMP-2 inhibait l'apoptose des cellules chondrocytaires N1511 induite par 
un retrait de potassium. Dans cette étude, la BMP-2 induisait l'activation de la voie PI3K et 
Akt menant à une augmentation de l'expression de Bel-XL (Sugimori et al. 2005). 
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Barneda-Zahonero et coll. ont montré que la BMP-6 protégeait les neurones de l'apoptose 
via l'activation de ERK (Barneda-Zahonero et al. 2009). Dans notre étude, nous n'avons 
pas étudié l'activation des voies de signalisation des MAPKs. Parmi celles-ci, les voies 
ERK et Akt jouent certainement des rôles importants dans l'inhibition de l'apoptose et 
peuvent être activées par les BMPs {Barneda-Zahonero et al. 2009). Une analyse de 
l'activation de ces voies par stimulation avec la BMP-9 serait donc intéressante à réaliser. 
5.6.2. Transduction du signal 
La réponse cellulaire aux BMPs dépend de l'activation de voies de signalisation induites 
par ces dernières. Les BMPs agissent en se liant aux récepteurs de types I et II et en 
induisant la phosphorylation des R-Smad. Dans notre étude, bien que nous ayons démontré 
l'activation de la voie canonique des Smad, les récepteurs responsables de la transduction 
de ce signal demeurent inconnus. Le récepteur impliqué dans la transduction du signal par 
la BMP-9 a été démontré dans quelques études (Scharpfenecker et al. 2006, Ye et al. 2008, 
Upton et al. 2009, Luo et al. 2010). Par exemple, Scharpfenecker, Luo et coll. ont démontré 
que le récepteur ALK-1 était essentiel à la transduction du signal, à l'activation des Smad 
1/5/8, et à l'induction du phenotype ostéoblastique dans les cellules souches 
mésenchymateuses murines (Luo et al. 2010; Scharpfenecker et al. 2006). Dans les cellules 
endothéliales humaines, la BMP-9 se lie à ALK-1, induit la phosphorylation des Smad et 
inhibe leur prolifération (Scharpfenecker et al. 2006). Dans les cellules souches 
mésenchymateuses murines, ALK-1 est essentiel à l'induction de l'ostéogénèse par la 
BMP-9 {Luo et al. 2010). D'un autre côté, Upton et coll. ont montré que le récepteur 
BMPR-II exprimé par les cellules endothéliales humaines HPAECs (human pulmonary 
artery endothelial cells), était également important à la transduction du signal induit par la 
BMP-9 {Upton et al. 2009). Ye et coll. ont démontré que BMPR-II était essentiel à 
l'activation des Smad et à l'induction de l'apoptose induite par la BMP-9 dans les cellules 
PC-3 de cancer de la prostate {Ye et al. 2008). Nous avons démontré que les ostéoclastes 
humains exprimaient les ARNm codant pour ALK-1 et BMPR-II. Ensemble, ces 
observations suggèrent qu'ALK-1 et BMPR-II pourraient jouer un rôle important dans la 
transduction du signal induit par la BMP-9 dans l'ostéoclaste humain. En inhibant 
l'expression de ces récepteurs via l'usage de petits ARNs interférants (siRNA) capables 
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d'inhiber l'expression génique des récepteurs, il serait possible d'identifier dans ces cellules 
l'existence d'une relation fonctionnelle entre l'activation de la voie canonique des Smad et 
l'inhibition d'apoptose induite par la BMP-9. 
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Chapitre 6. Conclusion 
Chapitre 6.1. Résumé 
Cette étude vise à déterminer l'effet de la BMP-9 sur l'ostéoclaste humain, dans un modèle 
in vitro de différenciation ostéoclastique à partir de monocytes foetaux. En utilisant des 
techniques d'immunodétection et de biologie moléculaire, notre étude a permis de 
déterminer l'effet de ce facteur de croissance sur la différenciation et la formation de 
l'ostéoclaste, son potentiel à moduler la survie de la cellule et son effet sur l'activation 
ostéoclastique et la résorption osseuse. Afin de caractériser la réponse des ostéoclastes à la 
BMP-9, nous avons étudié l'expression des récepteurs des BMPs dans ces cellules, et 
l'activation de voies de signalisation associées aux membres de la famille BMP. Les 
ostéoclastes matures expriment les ARNm codant pour les récepteurs BMPR-IA, -IB, -II et 
ALK-1. Nous avons observé que la BMP-9 induisait dans l'ostéoclaste la phosphorylation 
et la translocation nucléaire des protéines Smad 1/5/8. La BMP-9 n'affecte pas la 
différenciation ostéoclastique ni la résorption osseuse. Nous avons découvert que la BMP-9 
possédait un effet anti-apoptotique dans l'ostéoclaste humain. Cet effet provenant de la 
BMP-9 pourrait être en partie expliqué par son inhibition du clivage de la caspase-9 et de 
l'activation de la voie intrinsèque de l'apoptose. Cette inhibition de l'apoptose semble 
associée à une modulation de l'expression des homologues Bid et Bcl-2 qui pourrait 
participer à l'effet anti-apoptotique de la BMP-9. 
Chapitre 6.2. Retombée scientifique 
Le potentiel ostéogénique de la BMP-9 a été démontré dans plusieurs études. La BMP-9 
induit la différenciation ostéoblastique et induit la minéralisation osseuse. Cependant, son 
rôle sur la physiologie de l'ostéoclaste n'a pas encore été défini ou même jamais exploré. 
Cette étude se présente comme la première à rapporter les effets de la BMP-9 dans 
l'ostéoclaste humain. Étant donné le rôle essentiel de l'ostéoclaste sur le remodelage osseux 
et le maintien de l'intégrité de la matrice osseuse, définir les effets de ce facteur sur 
l'ostéoclaste humain est primordial avant d'utiliser la BMP-9 comme agent thérapeutique 
pour la régénération de l'os. Cette étude a permis de générer des résultats qui ont amélioré 
nos connaissances sur ce facteur de croissance. Ces résultats expérimentaux ont été 
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communiqués à la communauté scientifique par le biais de publications et conférences 
présentées en annexe. 
Chapitre 6.3. Perspectives 
Dans cette étude, nous avons étudié l'effet de la BMP-9 sur trois aspects de la physiologie 
de l'ostéoclaste. Cependant, plusieurs volets n'ont pas été abordés et plusieurs questions 
demeurent sans réponse. On sait que les BMPs peuvent moduler l'expression de RANKL 
dans les cellules ostéoblastiques et chondrocytaires. Il serait intéressant d'étudier l'effet de 
la BMP-9 sur la production de facteurs ostéoclastogéniques. En complétant ce travail par 
des expériences de co-cultures de cellules ostéoblastiques et ostéoclastiques et des 
approches in vivo, il serait possible de cerner l'effet de la BMP-9 sur le métabolisme 
osseux. Ce volet permettrait de déterminer si la BMP-9 peut affecter l'ostéoclaste via des 
mécanismes moléculaires indirects dans des conditions plus physiologiques. En outre, une 
étude de l'expression de RANKL, M-CSF et OPG par les cellules stromales et ostéoblastes 
permettrait d'identifier un effet indirect de la BMP-9 sur la différenciation ostéoclastique. 
Nous avons démontré que la BMP-9 induisait l'activation de la voie des Smad. Cependant, 
certaines BMPs et membres de la famille TGF-p peuvent activer la voie de signalisation 
des MAPKs. Nous n'avons pas évalué dans notre étude ces voies de signalisation. Le 
dernier volet qui n'a pas non plus été traité est la relation causale entre la transduction du 
signal induite par la BMP-9 par les Smad et l'inhibition de l'apoptose. Une inhibition 
sélective des récepteurs BMPs permettrait d'identifier le récepteur responsable de la 
transduction du signal et le rôle des Smad dans la transduction du signal et l'inhibition de 
l'apoptose. Conjointement avec l'étude sur l'activation des MAPKs par la BMP-9, il serait 
possible d'identifier quelles seraient les voies de signalisation responsables de l'inhibition 
de l'apoptose par la BMP-9 dans l'ostéoclaste humain. 
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Annexes 
Composition des solutions 
Tampon TdT Labeling Pour 50 ml 
H20 DNase free 45 ml 
Tampon TdT Labeling 10X 5 ml 
Tampon TdT Stop Pour 50 ml 
H20 DNase free 45 ml 
Tampon TdT Stop 10X 5 ml 
Tampon TdT Labeling Pour 50 ml 
H20 DNase free 45 ml 
Tampon TdT Labeling 10X 5 ml 
Phosphate Buffer Saline (PBS) 10X Pour 1 litre 
NaCl 80 g 
KH2PO4 2 g 
Kcl 2 g 
Na2HP04 11,44 g 
H20 1 litre 
Tampon séparateur Pour 250 ml 
SDS l g 
Tris-Base 45,5 g 
H20 200 ml 
Ajuste le pH à 8,8 
Compléter à 250 ml avec H2O 
Tampon concentrateur Pour 250 ml 
SDS l g 
Tris-Base 15 g 
H20 200 ml 
Ajuster le pH à 6,8 
Compléter à 250 ml avec H2O 
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Solution Ammonium Persulfate 10% 
APS 
H20 
Pour 10 ml 
l g 
10 ml 
Solution Acrylamide 30% 
Acrylamide 
Bis-acrylamide 
H20 
Pour 500 ml 
146 g 
4g 
500 ml 
Gel séparateur 
Solution acrylamide 30% 
Tampon séparateur 
H20 
Solution APS 10% 
TEMED 
Pour 2 gels (15 ml) 
5 ml 
3,75 ml 
6,25 ml 
50 ul 
25 fil 
Gel séparateur 
Solution acrylamide 30% 
Tampon concentrateur 
H20 
Solution APS 10% 
TEMED 
Pour 2 gels (5 ml) 
650 ul 
1,25 ml 
3,05 ml 
30 ni 
15 ul 
Tampon d'échantillon 5X 
Tampon concentrateur 
Glycérol 
SDS 
P-mercaptoethanol 
Bleu de bromophénol 
H20 
Pour 100 ml 
25 ml 
20 ml 
4g 
2 ml 
10 mg 
Complétera 100 ml 
Tampon d'electrophorèse 10X 
Tris-base 
Glycine 
SDS 
H20 
Pour 1 litre 
30,25 g 
144 g 
10 g 
Compléter à 1000 ml 
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Tampon de transfert 
Tris-base 
SDS 
Glycine 
Méthanol 
H20 
TBS-Tween 10X 
Tris-base 
NaCl 
Tween 20 
Ajuster pH à 7,5 
H20 
Tampon de décappage 
Tris-base 
SDS 
P-mercaptoéthanol 
H20 
Ajuster pH à 6,7 
H20 
TAE 50X 
Tris-base 
Acide acétique 
EDTA 
Ajuster pH à 8,3 
H20 
Pour 1 litre 
3g 
l g 
14,4 g 
200 ml 
Compléter à 1000 ml 
Pour 1 litre 
24,2 g 
80 g 
10 mL 
Complétera 1000 ml 
Pour 500 ml 
3,78 g 
10 g 
3,5 ml 
450 ml 
Compléter à 500 ml 
Pour 1 litre 
242 g 
57,1 ml 
18,6 g 
Compléter à 1000 ml 
Exemple d'analyses densitométriques 
Pour l'analyse densitométrique des bandes en immunobuvardage, nous avons utilisé le 
logiciel Quantity One offert par Bio-Rad. Les densités de chaque bandes sont mesurées et 
compilées dans un fichier Excel. 
IKPT^ÇT" •85$ "?.'!! ' <4 Bcl-2: 26 kDa 
'WW^W^^f1^.^^ •*"* A M* 22 kDa 
R H M i S B H H H B H B â B I ^ Bim: 23 kDa 
't****^ Bax; 20 kDa 
!*MMj 4^ Actine: 40 kDa 
RANKL +; M-CSF + RANKL-; M-CSF • 
N T 3 h 6 h 2 4 h m
 3h 6h 24h 
BMP-9150 ng.ml* BMP-9150 ng.ml1 
À partir du rapport, on génère la Table A.l. Pour générer la Table A.2, les données de la 
table A.l subissent l'opération suivante : 
• Rapport 1 : Densité de la protéine -s- Densité de l'actine 
o Exemple : Non Traité - Bax : 415,46 •*- 399,9 = 1,22 
La table A.3 est celle qui a été utilisée pour générer les figures 4.15 à 4.18. Pour l'obtenir 
les données de la table A.2 subissent l'opération suivante : 
• Rapport 2 : Rapport 1 de la condition étudiée * Rapport 1 de la condition non traitée 
• Exemple : BMP-9 6h - Bax : 2,86 -s- 1,22 = 2,34 
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Table A . l 
Dens i t é s 
Non Traité 
BMP-9 3h 
BMP-9 6h 
BMP-9 24h 
Déprivé (D) 
D-BMP-9 3h 
D-BMP-9 6h 
D-BMP-9 24h 
Bcl-2 
3780.636 
1116.667 
1151.765 
1019.632 
579.267 
565.643 
600.375 
629 
Bax 
415.462 
360.083 
430 
493.241 
359.882 
305.923 
291.273 
198.889 
Bim ( b ) 
187.75 
154.5 
172.636 
185.85 
174.333 
155.154 
154.375 
108.095 
Bid ( b ) 
152.614 
131.045 
150.022 
194.389 
178.938 
144 
146.412 
91.923 
Actine ( a ) 
339.909 
405.048 
150.312 
283.9 
362.2 
329.381 
251.737 
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Actine ( b ) 
693.895 
436.75 
606.471 
396.25 
310.714 
234.923 
271.071 
329.462 
Normal isée 
Sur Actine 
Non Traité 
BMP-9 3h 
BMP-9 6h 
BMP-9 24h 
Déprivé (D) 
D-BMP-9 3h 
D-BMP-9 6h 
D-BMP-9 24h 
Bcl-2 
5.448426635 
2.55676474 
1.899126257 
2.573203785 
1.864309301 
2.407780422 
2.214825636 
1.909173137 
Bax 
1.222274197 
0.888988466 
2.860716377 
1.737375837 
0.993600221 
0.928781563 
1.157052797 
3.013469697 
Bim 
0.552353718 
0.381436274 
1.14851775 
0.654631913 
0.481316952 
0.471047207 
0.613239214 
1.63780303 
Bid 
0.219938175 
0.300045793 
0.247368794 
0.490571609 
0.575892943 
0.612966802 
0.540124174 
0.279009415 
Modulation du 
non traité 
Non Traité 
BMP-9 3h 
BMP-9 6h 
BMP-9 2 4 h 
Déprivé (D) 
D-BMP-9 3h 
D-BMP-9 6h 
D-BMP-9 24h 
Bcl-2 
1 
0.469266618 
0.348564161 
0.472283828 
1 
1.291513388 
1.188014047 
1.024064589 
Bax 
1 
0.72732327 
2.340486598 
1.421428875 
1 
0.934763845 
1.164505374 
3.032879456 
Bim 
1 
0.690565233 
2.079315685 
1.18516793 
1 
0.978663238 
1.27408605 
3.402753682 
Bid 
1 
1.364227891 
1.124719681 
2.230497769 
1 
1.064376303 
0.937889898 
0.484481393 
* Les (a) et (b) indiquent par rapport à quelle membrane les densités ont été normalisées 
Table A.2 
Table A. 3 
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Exemple d'analyses de fluorescence 
Pour les analyses de fluorescences, la génération de la table A.4 est obtenue à partir des 
données recueillies avec le spectrofluorometre. La colonne Fo normalisée est obtenue par 
l'opération suivante : 
• (Fluorescence de l'échantillon - Fluorescence du blanc) + (Fluorescence du blanc) 
o Exemple : Non-Traité : (28,84 - 24,28) •*• (24,28) = 0,188 
Table A.4 
Traitement 
Blanc 
Non-Traité 
BMP-9 50 ng.ml'1 
BMP-9 150 ng.ml"1 
D - Non-Traité 
D - BMP-9 50 ng.ml 1 
D - BMP-9 150 ng.ml"1 
Staurosporine 
Fluorescence 
24.28 
28.84 
26.5 
28.9 
43.03 
30.17 
26.03 
71.26 
Normalisée F0 
0 
0.187808896 
0.091433278 
0.190280066 
0.772240527 
0.242586491 
0.072075783 
1.934925865 
À partir de la table A.4, la table A.5 est générée par l'opération suivante : 
• (Valeur normalisée Fo de la condition) -s- (Valeur normalisée Fo du non traitée) 
o Exemple : D - BMP-9 50 ng.ml-1 : (0,24 * 0,188) = 1,04 
Table A.5 
Traitement 
Blanc 
Non-Traité 
BMP-9 50 ng.ml"1 
BMP-9 150 ng.ml"1 
D - Non-Traité 
D - BMP-9 50 ng.ml"1 
D - BMP-9 150 ng.ml"1 
Staurosporine 
Fluorescence 
24.28 
28.84 
26.5 
28.9 
43.03 
30.17 
26.03 
71.26 
Modulation 
Non applicable 
1 
0.918862691 
1.002080444 
1.492024965 
1.046116505 
0.902565881 
2.470873786 
Les valeurs obtenues à partir de la table A.5 sont utilisées pour construire les figures 4.11 à 
4.13. 
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